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Abkürzungsverzeichnis 
BAC   Bacterial Artificial Chromosome 
bp    Basenpaare 
BSA   Bovines Serumalbumin 
CD    Cluster of Differentiation (Differenzierungsgruppe) 
chrb   Chromosomenbruch 
CGH   Comparative Genomische Hybridisierung 
CR    Komplette Remission 
CTX   Chemotherapie 
DAPI   4’, 6-Diamidino-2-phenylindol 
del    Deletion 
der    derivativ 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
DOP-PCR  Degenerate Oligonucleotide Primed Polymerase Chain Reaction 
dup   Duplikation 
FACS   Fluorescence Activated Cell Scanning 
FISH   Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung 
HDT   Hochdosistherapie 
i    Isochromosom 
Ig    Immunglobulin 
ins    Insertion 
kb     Kilobasen 
log2   Logarithmus zur Basis 2 
MACS   Magnetic Cell Sorting 
mar   Markerchromosom 
mb    Megabasen 
MGUS   Monoklonale Gammopathie ungewisser Signifikanz 
MM   Multiples Myelom 
PBSCT  Peripheral Blood Stem Cell Transplantation (Stammzelltransplantation) 
PCR   Polymerase Chain Reaction 
PR    Partielle Remission  
psu dic  pseudodizentrisch 
RNAse  Ribonuklease 
rpm   Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 
RT    Raumtemperatur 
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t    Translokation 
tas    Telomerassoziation  
Tris   Tris (hydroxymethyl) aminomethan 
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1 Einleitung 
Das Multiple Myelom ist eine klonale maligne Erkrankung der Antikörper sezernieren-
den Plasmazellen, die im Knochenmark akkumulieren, die normale Hämatopoese ver-
drängen und zu Knochendestruktionen führen. Normale Plasmazellen entstehen als 
Teil der Blutzellbildung und liegen nach ihrer Reifung im Knochenmark ausdifferenziert 
vor. Sie produzieren spezifische Antikörper, um Infektionen zu bekämpfen. Die meisten 
malignen (klonalen) Plasmazellen produzieren große Mengen an abnormalen Antikör-
pern, die keine Fähigkeit für die Bekämpfung von Infektionen besitzen. Diese Antikör-
per, so genannte monoklonale Immunglobuline (meist Typ IgG oder IgA, und/oder Im-
mungobulin-Leichtketten) sind im Serum und/oder Urin nachweisbar. Sie wurden 1844 
von Dr. Henry Bence Jones im Urin eines Patienten mit Multiplem Myelom (MM, syn. 
Plasmozytom, Morbus Kahler) entdeckt und später auch nach ihm benannt. Abbildung 
1 zeigt ein typisches Myelom-Protein mit schweren und leichten Ketten der Klasse k 
und λ. 
 
Abbildung 1: Myelom-Protein mit schweren und leichten Ketten der Klasse κ und λ (nach dem 
Patientenhandbuch „Multiples Myelom“, 2001, Deutsche Krebshilfe). Beim Myelom gibt es un-
terschiedliche Typen des Myelom-Proteins. Es werden fünf Arten von schweren Ketten unter-
schieden: G, A, D, E und M. Am häufigsten sind IgG oder IgA- Myelome. Die schweren Ketten 
sind hier in rot zu sehen. Die Ig-Klassen κ (in gelb) und λ (in violett) repräsentieren die leichten 
Ketten. 
Prof. Dr. Daniel E. Bergsagel führte 1962 eine erste erfolgreiche Behandlung der 
Krankheit mit Melphalan, einem Chemotherapeutikum, durch. Seit 1975 erfolgt die Sta-
dieneinteilung des MM auf der Grundlage von Durie/Salmon (Durie and Salmon, 
1975b). Weiterhin wurde die Wirkung der Chemotherapie in den verschiedenen 
Erkrankungssstadien (I, II, III, A oder B) ermittelt. 1982 führten Fefer und Ossermann 
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zum ersten Mal eine Doppeltransplantation, d.h. eine zweimalige Transplantation von 
Knochenmarkstammzellen, durch. Die Doppeltransplantation ist der Einfachtransplan-
tation vor allem bei Patienten überlegen, die nach der Ersttransplantation keine kom-
plette Remission (Krankheitsfeststellung nicht mehr möglich) zeigen. Seit 1996 ist be-
kannt, dass das Multiple Myelom eine zweifach höhere Inzidenz bei Afroamerikanern 
als bei Kaukasiern aufweist und öfter bei Männern als bei Frauen auftritt (Janssen-
Pharmaceutica, NV, USA). Die zunehmende Inzidenz des MM in den letzten Jahrzehn-
ten und das vermehrte Auftreten bei Patienten unter 55 Jahren weisen darauf hin, dass 
die Entstehung des MM möglicherweise einer Beeinflussung von Umweltfaktoren un-
terliegt. Das gehäufte Risiko eines MM bei Personen mit beruflicher Exposition zu Sub-
stanzen in der metall- und gummiverarbeitenden Industrie, zu Pestiziden und Dioxinen 
sowie zu Radioaktivität spricht für eine Beteiligung von Umweltfaktoren. Die Kausalität 
ist bislang jedoch lediglich für eine Strahlenbelastung gesichert (http://www.thieme-
connect.com/ejournals/html/). 
Myelomzellen sind in fast allen Fällen aberrant und aneuploid, man findet häufig nume-
rische und strukturelle Chromosomenaberrationen (siehe Kapitel 1.4). Aberrante Prote-
ine etc. führen wahrscheinlich zur Deregulation des Zellzyklus und zur Vermeidung des 
normalen Zelltods (Apoptose), wodurch die maligne Myelomzelle weiter proliferiert und 
im Knochenmark akkumuliert.  
Im Knochenmark sezernieren MM-Zellen und Stromazellen Zytokine und interagieren 
über Adhäsions-Moleküle. Diese Vorgänge aktivieren Stromazellen (einschließlich 
Osteoklasten), welche das Wachstum und Überleben von MM-Zellen zusätzlich unter-
stützen und zu Komplikationen der Erkrankung führen, wie z.B. Knochenschmerzen 
und Anämie (Bakkus et al., 1992, Klein, 1995). 
Bisher wird in der Routinediagnostik nur der vollständige oder teilweise Verlust von 
Chromosom 13 als Marker für eine besonders schlechte Prognose angewandt.  
Ich habe Zelllinien und Primärtumoren des Multiplen Myeloms mittels konventioneller 
CGH- und Array-CGH (Comparative Genomische Hybridisierung)-Techniken und mit 
FISH (Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung)-Analyse auf genetische Aberrationen unter-
sucht und insbesondere bei den Zelllinien auch Genexpressionsdaten in Korrelation zu 
den Genomaberrationen ausgewertet. Ziel meiner Arbeit war es, einen Beitrag zu einer 
besseren Subklassifizierung der Multiplen Myelome zu leisten und weitere myelomspe-
zifische Bruchpunkte von Chromosomentranslokationen zu identifizieren.  
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1.1 Klinik des Multiplen Myeloms 
Die Inzidenz des MM steigt mit höherem Lebensalter stark an und beträgt in Mitteleu-
ropa 4/100.000/Jahr. 75% der Patienten sind bei Erstdiagnose über 60 Jahre alt. Bei 
konventioneller Chemotherapie beträgt die mittlere Überlebenszeit etwa drei Jahre, bei 
Hochdosis-Chemotherapie etwa fünf Jahre. Durch die Chemotherapie werden länger 
anhaltende Remissionen, jedoch meist keine dauerhafte Heilung erreicht. Die klinische 
Symptomatik der frühen Krankheitsstadien ist uncharakteristisch. Im fortgeschrittenen 
Stadium der Erkrankung treten Schmerzen mit abnormer Frakturneigung, Kachexie 
(Gewichtsverlust) und (Bence-Jones-) Proteinurie als typische Symptome auf. Die Di-
agnose eines Multiplen Myeloms gilt nach Ossermann als gesichert, wenn zwei der 
folgenden Kriterien erfüllt sind:  
• Nachweis von >10% teilweise atypischer Plasmazellen im Knochenmark 
• Nachweis von Paraprotein (abnormales Protein) im Plasma und/oder Urin 
• Nachweis von Osteolysen oder Nachweis einer generalisierten Osteoporose bei 
mehr als 30% Plasmazellen im Knochenmark 
Die heute gebräuchlichste Stadieneinteilung der Plasmozytome folgt einem Vorschlag 
von Durie und Salmon (1975a). Sie unterscheidet nach klinischen Kriterien drei Stadien 
mit unterschiedlicher Prognose, die jeweils zur Myelom-Zellmasse korreliert werden. In 
Tabelle 1 sind die Stadien I bis III dargestellt. 
Tabelle 1: Stadieneinteilung des Multiplen Myeloms nach Durie und Salmon 
Stadium  Kriterien  Myelomzellen  
(x1012/m2 Körperoberflä-
che) 
I  Alle folgenden Kriterien: 
 Hämoglobin > 10 g/dl  
 Serumkalzium normal  
 Skelettsystem röntgenologisch normal 
 oder nur solitärer Herd  
 IgG < 5 g/dl bzw. IgA < 3 g/dl  
 Bence-Jones-Proteinurie < 4 g/24 h 
< 0,6 
II  Weder I noch III 0,6-1,2 
III  Mindestens eines der folgenden 
 Kriterien:  
 Hämoglobin < 8,5 g/dl  
 Serumkalzium erhöht  
 Multiple Osteolysen oder  
 generalisierte strähnige Osteoporose  
 IgG > 7 g/dl bzw. IgA > 5 g/dl  
 Bence-Jones-Proteinurie > 12 g/24 h  
> 1 
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1.2 Pathogenese des Multiplen Myeloms 
Man geht gegenwärtig davon aus, dass die Pathogenese des Multiplen Myeloms ein 
mehrstufiger Prozess ist, der von der normalen Plasmastammzelle ausgeht und be-
dingt durch eine Reihe genetischer Veränderungen über das MGUS-Stadium (Mo-
noklonale Gammopathie ungewisser Signifikanz) zum Multiplen Myelom führt.  
Bei der normalen Entwicklung einer Plasmazelle wandert die Vorläufer-B-Zelle aus 
dem Knochenmark in den Lymphknoten ein und entwickelt sich dort zum Plas-
mablasten. Dieser kehrt ins Rückenmark zurück und differenziert dort zur langlebigen 
Plasmazelle aus. Bei der Entwicklung der malignen Plasmazelle ereignen sich ab der 
Bildung der Vorläufer-B-Zelle Aberrationen, die zur Entstehung der entarteten Plasma-
zelle führen.  
Ein wahrscheinlich frühes Ereignis in der Myelompathogenese ist eine chromosomale 
Translokation, deren Bruchpunkt regelmäßig in der Isotyp „Switch"-Region des Im-
munglobulin-Schwereketten-Genlokus (IgH-Lokus) von Chromosom 14 zu finden ist 
(Calasanz et al., 1997). Diese Translokation führt zur Überexpression von Onkogenen, 
wie CCND1 (Cyclin D1 auf 11q13), FGFR-3 (Fibroblast Growth Factor Receptor 3 auf 
4p16) und MAF (Avian musculoaponeurotic fibrosarcoma auf 16q23 u.a.) auf den ent-
sprechenden Partnerchromosomen und bewirkt auf diese Weise wahrscheinlich die 
Entstehung der immortalisierten MGUS-Zelle (Rasmussen et al., 2003). Die rearran-
gierten Ig-Gene sind stark somatisch hypermutiert, so als hätten sie eine Antigen-
Selektion durchlaufen, die Hypermutation wird jedoch nicht fortgesetzt. Das bedeutet, 
dass die malignen Plasmazellen keine Funktion bei der Abwehr haben, da die Antikör-
per nur durch eine vollständige Hypermutation der Ig-Gene gebildet werden können. 
RAS (rat sarcoma viral oncogene homolog)-Mutationen und genetische Veränderun-
gen im MYC (myelocytomatosis viral oncogene homolog)-Lokus (8q24) u.a. sind nach-
geschaltete onkogene Ereignisse, die schließlich zur Transformation der MGUS-Zelle 
und damit zur neoplastischen Zelle des Multiplen Myeloms führen.  
Zusätzlich zu den genetischen Veränderungen in den Myelomzellen ist die Wechsel-
wirkung zwischen Myelomzelle und dem umgebenden Körpermilieu von zentraler Be-
deutung für die Pathogenese und Pathophysiologie des Plasmozytoms. So sezernieren 
z.B. die Zellen des Knochenmarkstromas Interleukin-6 (IL-6), ein Zytokin, das normale 
B-Vorläuferzellen zum Wachstum stimuliert. IL-6 bewirkt in Kombination mit anderen 
Wachstumsfaktoren die Proliferation von Vorläuferzellen und erweitert die Immunglo-
bulinselektion bei Reifung der B-Zellen und spielt somit auch für das Wachstum und 
Überleben der Plasmozytomzelle eine wichtige Rolle (Kawano et al., 1988). IL-6 ver-
mittelt nach Rezeptorbindung ein wachstumsförderndes Signal über die Aktivierungen 
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der RAS-MAP (Mitogen Activated Protein)-Kinase- und des JAK-STAT (Janus Activa-
ted Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription)-
Signaltransduktionsweges. Kürzlich wurde gezeigt, dass die konstitutive Aktivierung 
von anderen Komponenten dieses Signaltransduktionsweges für die IL-6-unabhängige 
Proliferation von Myelomzellen verantwortlich ist (Hodge et al., 2004). 
Neben dem von IL-6 aktivierten JAK-STAT-Pathway spielen sehr wahrscheinlich noch 
weitere Signaltransduktionswege eine essentielle Rolle bei der Proliferation von Zellen 
des Multiplen Myeloms, wie z.B. der MEK/ERK-Signalweg (Jundt et al., 2004, Klein et 
al., 2003). 
Je nach Reifestadium unterscheiden sich die Zellen in ihrer Morphologie. Unreife 
Plasmazellen besitzen eine offene Chromatinstruktur und einen großen Kern im Ver-
hältnis zum Zytoplasma. Bei zunehmender Reife kondensiert das Chromatin und der 
Kern erscheint in der Färbung dunkler und kleiner im Verhältnis zum umgebenden Zy-
toplasma. Myelomzellen zeigen in der Regel Charakteristika unreifer Zellen und ähneln 
morphologisch häufig Plasmablasten. Abbildung 2 zeigt eine Anhäufung von malignen 
Plasmazellen, die durch ihren perizentrischen Kern und den hohen Gehalt an Zyto-
plasma charakterisiert sind.  
 
 
Abbildung 2: Anreicherung von malignen Plasmazellen im Knochenmark eines Patienten mit 
Multiplen Myelom (nach dem Patientenhandbuch „Multiples Myelom“, 2001, Deutsche Krebshil-
fe). Die Zellen wurden mit Giemsa angefärbt. Charakteristisch ist der perizentrische Kern, der 
von reichlich Zytoplasma umgeben ist. Eine starke Färbung des Kerns deutet auf eine hohe 
Eiweißproduktion hin. 
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Man nimmt an, dass die Plasmozytomzelle das korrespondierende maligne Gegen-
stück zu der im Knochenmark lokalisierten langlebigen (benignen) Plasmazelle ist 
(Hallek et al., 1998).    
1.3 Aktuelle Behandlungsverfahren  
Seit 1962 zählt Melphalan zu den wichtigsten Chemotherapeutika für die Behandlung 
von MM. Melphalan hemmt das Zellwachstum und wirkt besonders gegen Myelomzel-
len, zerstört jedoch auch die gesunden Blutzellen. Oft wird die Chemotherapie kombi-
niert mit einer Immunsuppression eingesetzt, dabei kommen z.B. Melphalan und Pred-
nison zum Einsatz. Überwiegend wurde den Niedrigrisiko-Patienten bisher eine Hoch-
dosischemotherapie (HDT) mit anschließender autologer (körpereigener) Stammzell-
transplantation (PBSCT) vorgeschlagen, da sich damit die Überlebenszeit etwas ver-
längerte und es erst später zu einem Rezidiv (Wiederauftreten der Krankheit) kam. Die 
allogene (Knochenmark vom Fremdspender) Transplantation zählt jedoch nach wie vor 
zu den Hochrisikobehandlungen beim Multiplen Myelom. Die Mortalität beträgt hier 20 
bis 30%, allerdings kann eine komplette Remission (Rückgang der Erkrankung) zuver-
lässiger erreicht werden. Zur Erhaltungstherapie nach autologer und allogener PBSCT 
wird Alpha-Interferon eingesetzt, was mehrfach klinisch geprüft wurde und zu einer 
Verlängerung der Remissionsdauer nach Hochdosischemotherapie führte.  
Die meisten der in dieser Arbeit analysierten Proben wurden von der Klinik und Polikli-
nik für Innere Medizin IV-Hämatologie/Onkologie-, Medizinische Fakultät, Martin-
Luther-Universität Halle-Wittenberg (Herr Dr. H.-H. Wolf) und mit der Medizinischen 
Klinik und Poliklinik I, Universitätsklinikum Carl Gustav Carus, Technische Universität 
Dresden (Herr Dr. J. Mohm) zur Verfügung gestellt. Die Kliniken nehmen an mehreren 
Studien teil. In eine Studie werden Patienten aufgenommen, die jünger als 60 Jahre 
sind und sich in Phase II/III der Krankheit befinden (DSMM V). Dabei erhalten Niedrig-
risikopatienten ohne Deletion 13q14 eine Chemotherapie mit Melphalan und Hochrisi-
kopatienten mit einer nachweisbaren Deletion 13q14 eine allogene PBSCT. In einer 
anderen Phase III-Studie wird der Stellenwert der Induktionstherapie vor Stammzell-
mobilisierung und Tandem-Hochdosis-Melphalan-Therapie bei Patienten zwischen 60 
und 70 Jahren untersucht (DSMM II). 
Eine der interessantesten Neuerungen in der Behandlung des MM stellt die schulmedi-
zinische Immuntherapie dar. Gentechnisch hergestellte Antikörper wirken hier gegen 
Oberflächenantigene (wie z.B. CD20 (Cluster of Differentiation)) der Tumorzellen, die 
dann vom Immunsystem des Körpers abgetötet werden. Ein bekannter Antikörper ist 
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Rituximab. Das Problem ist jedoch, dass nicht jede Myelomzelle CD20 trägt und es 
deshalb schwierig ist, alle Myelomzellen zu bekämpfen.  
Ein weiteres Verfahren nutzt die körpereigene Produktion von Antikörpern gegen das 
Eiweiß, welches die Myelomzellen produzieren (Paraprotein). Hierfür werden Antigen 
präsentierende, sog. dendritische Zellen (APC) verwendet, die andere Zellen des Im-
munsystems aktivieren, wodurch eine Immunantwort ausgelöst und die Myelomzellen 
abgetötet werden. Die Anzahl der bisherigen Therapieversuche ist jedoch noch klein 
und die Immunantwort ist bei Myelompatienten relativ gering, da das Immunsystem 
bereits abgeschwächt ist. 
Seit Mitte 2004 wird das viel versprechende neue Medikament Velcade (Bortezomib, 
von Janssen Cilag) auch in Deutschland eingesetzt, welches ein Proteasomeninhibitor 
ist und den Stoffwechsel der Krebszellen blockieren soll. Velcade wird bei Patienten 
mit progressivem Multiplem Myelom verabreicht, die mindestens eine Therapie erhal-
ten haben und entweder schon eine Knochenmarkstransplantation hatten oder für eine 
Transplantation nicht geeignet sind. In der DSMM-Studie VIII soll vor allem getestet 
werden, ob Velcade für die Erhaltungstherapie bei Patienten eingesetzt werden kann, 
die eine minimale Resterkrankung aufweisen oder sich in partieller Remission (PR) 
befinden. 
1.4 Stand der zytogenetischen Charakterisierung und der 
Expressionsanalyse von Multiplen Myelomen 
Die ersten zytogenetischen Untersuchungen zum Multiplen Myelom wurden 1967 ver-
öffentlicht (Tassoni et al., 1967). Erste Ergebnisse mittels CGH-Analyse wurden 1997 
erstellt (Avet-Loiseau et al., 1997) und 1998 folgten die ersten Analysen des MM durch 
die Spektrale Karyotypisierung (Rao et al., 1998). Durch die FISH- und die SKY (Spekt-
rale Karyotypisierung)-Analyse konnten bisher vor allem Translokationen, die den IgH-
Lokus auf 14q32 betreffen, detektiert werden. Die CGH-Analyse identifizierte Verluste 
und Gewinne der Chromosomen 1, 3, 5, 9, 11 und 15. Aufgrund publizierter Gen-
expressionsdaten ließ sich bereits eine Einteilung von MM-Patienten in vier Gruppen 
vornehmen (Zhan et al., 2003). 
Translokationen, die in Multiplen Myelomen auftreten, betreffen oft den Immunglobulin-
Schwere-Ketten-Genlokus, der in der Chromosomenbande 14q32 lokalisiert ist. Die 
häufigsten IgH-Partner-Gene sind CCND1 (11q13) (Chesi et al., 1996), FGFR3 
(4p16.3) (Chesi et al., 1997), MAF (16q23) (Chesi et al., 1998a) und MYC (8q24) 
(Kuehl et al., 1997). Eine Studie von Moreau und Kollegen  hat gezeigt, dass Patienten 
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mit Translokation t(4;14)(p16;q32) eine schlechtere Prognose, d.h. eine kürzere rezi-
div-freie Überlebenszeit und eine kürzere Gesamt-Überlebenszeit besitzen als Patien-
ten, die eine Translokation t(11;14) aufweisen (Moreau et al., 2002). Auch ist die 
Translokation t(4;14)(p16;q32) stark mit hypodiploiden Karyotypen assoziiert (Smadja 
et al., 2003b). In den Zellen mit einer Monosomie 14 blieben Translokationen des IgH-
Lokus bisher oft verborgen, weshalb man von einer kryptischen Translokation 
t(?;14)(?;q32) spricht (Saez et al., 2004a). Durch eine zusätzliche FISH-Analyse mittels 
einer IgH-Sonde könnte man diese hingegen identifizieren. Sawyer und Kollegen  fan-
den anhand der SKY-Analyse Translokationen des Chromosoms 7 (t(7;7)) und des 
Chromosoms 8 (t(8;20) und t(8;18) mit jeweils dem Bruchpunkt in der Zentromerregion 
8q10) (Sawyer et al., 2001a). Weitere strukturelle Aberrationen betrafen die Chromo-
somen 1, 6 und 19. Gewinne wurden für die Chromosomen 1, 3, 5, 9, 11 und 15 be-
schrieben (Ng et al., 2003, Liebisch et al., 2003). Die Monosomie 13, welche durch die 
Deletion der Region 13q14 detektiert wird, gilt zurzeit als einziger sicherer Prognose-
marker des Multiplen Myeloms.  
Eine seltene Untergruppe des Multiplen Myeloms (Häufigkeit von 1-3% aller MM), cha-
rakterisiert durch das Immunglobulin D, stellt eine sehr aggressive Form dar. Mittels 
der SKY-Technik wurden die Translokationen t(3;22), t(6;19), t(X;9) und Bruchpunkte in 
den Chromosomenbanden 3p21 und 19p13 detektiert, welche evtl. spezifisch für die 
IgD MM sein könnten (Ng et al., 2001).  
Bei Multiplen Myelomen werden einige Gene durch Methylierung inaktiviert. Dabei 
handelt es sich vorwiegend um Gene, die bei Wachstum und Apoptose von Myelom-
zellen eine Rolle spielen, wie z.B. BAD (BCL2-antagonist of cell death), BAK (BCL2-
antagonist/killer 1), BIK (BCL2-interacting killer) und BAX (BCL2-associated X protein). 
Bei Experimenten mit dem Medikament Zebularin, welches die Demethylierung der 
DNA induziert, hat sich gezeigt, dass die Gene durch die Demethylierung aktiviert wer-
den und somit Apoptose induziert wird. Nach Entfernen von Zebularin wurde durch die 
Zugabe von IL-6 die CpG-Methylierung wiederhergestellt, wodurch die vorher aktivier-
ten Gene wieder inaktiviert wurden. Hier lässt sich eine mögliche Rolle von IL-6 bei der 
Regulierung von epigenetischer Genexpression und Karzinogenese beim Multiplen 
Myelom implizieren (Pompeia et al., 2004). 
Durch Expressionsanalysen zeigten Moreau und Kollegen, dass Patienten mit CD45-
negativem MM eine schlechtere Überlebensrate aufweisen als Patienten mit CD45-
positivem MM (Moreau et al., 2004). CD45 ist ein Oberflächenantigen, das normaler-
weise auf allen hämatopoetischen Zellen exprimiert ist. Daher lässt sich vermuten, 
dass der CD45-negative Phänotyp das schon fortgeschrittene Stadium der Krankheit 
darstellt. 
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In weiteren Untersuchungen wurden unterschiedliche Gensignaturen in normalem Ge-
webe, in MGUS und MM beobachtet. Dies betraf hauptsächlich Onkogene und Tumor-
suppressorgene (LAF4 (lymphoid nuclear protein related to AF4), RE (disabled homo-
log2), Gene der RAS-Familie, der B-Zell-Signalwege und kappaB-Gene, DNA-
bindende Gene und Transkriptionsfaktoren (XB1, Zink-Finger-Proteine) sowie Ent-
wicklungsgene (WNT (wingless-related MMTV integration site 1)- und SHH (sonic hed-
gehog homolog)). Die Funktion dieser Signalwege bei der Transformation von MGUS 
zu MM muss jedoch noch genauer untersucht werden (Davies et al., 2003) 
Aufgrund der unterschiedlichen Expression von Genen, welche in der normalen Plas-
mazell-Differenzierung eine Rolle spielen, wurde das MM bisher in vier distinkte Sub-
gruppen aufgeteilt. In der ersten Subgruppe (MM1) werden früh differenzierende Gene 
(early differentiation genes, EDGs), und spät differenzierende Gene (late differentiation 
genes, LDGs, aufgeteilt in 1LDGs und 2LDGs) gleichermaßen exprimiert. In der zwei-
ten Subgruppe (MM2) findet man eine hohe Expression von 2LDGs, während in der 
dritten Subgruppe (MM3) vermehrt 1LDGs exprimiert werden. Für MM4 ist eine erhöhte 
Expression der EDGs charakteristisch (Zhan et al., 2003). Ein Beispiel für ein EDG ist 
das CDK8-Gen. CDK8 (Cyclin dependent Kinase 8) ist in Mandel-B Zellen nicht expri-
miert, jedoch steigt seine Expression in Mandel-Plasmazellen und Plasmazellen aus 
dem Knochenmark an. Kürzlich fand eine Einteilung der MM in sieben Subgruppen 
bezüglich der Beteiligung der Gene MAF, MAFB, CCND1, CCND3 und MMSET in 
transaktivierenden Translokationen und Hyperdiploidie statt (Zhan et al., 2006). 
In 5-10% aller MM ist das MAF-Gen transloziert, z.B. wurde die Translokation 
t(14;16)(q32.3;q23) von Chesi und Kollegen identifiziert (Chesi et al., 1998b). Hurt und 
Mitarbeiter detektierten anhand von Genexpressionsprofilen drei unterschiedliche Tar-
get-Gene von MAF: CCND2 (Cyclin D2 auf 12p13), INTGB7 (Integrin β7 auf 12q13.13) 
und CCR1 (Chemokine (C-C motif) Receptor 1 auf 3p21) (Hurt et al., 2004). MAF akti-
viert den CCND2-Promotor und steigert somit die Proliferation von Myelomzellen. Des 
Weiteren stimuliert MAF die Expression von INTGB7, welches die Adhäsion der Mye-
lomzellen an die Knochenmark-Stromazellen erhöht. Somit könnte man implizieren, 
dass MAF durch Stimulierung des Zellzyklus Plasmazellen transformiert und deren 
Interaktionen mit Stromazellen erhöht. 
Expressionsanalysen von Brocke-Heidrich  zeigen, dass bei der Regulation von IL-6-
Targetgenen die zusätzliche Aktivierung des Gens für Signalüberträger und Aktivator 
der Transkription 3 (STAT3) benötigt wird (Brocke-Heidrich et al., 2004). Diese Ergeb-
nisse beweisen die Existenz eines STAT3-abhängigen Pathways, der für das Überle-
ben der Myelomzellen verantwortlich ist. 
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Versuche mit Zelllinien und Primärzellen zeigten, dass es außer dem STAT3-
Signalweg den MEK/ERK (MAP kinase kinase)-Signalweg gibt (Chatterjee et al., 
2004). 
1.5 Offene Fragen / ungelöste Probleme 
Das Multiple Myelom erweist sich mit Überlebensraten von weniger als einem Jahr und 
bis zu zehn Jahren klinisch als eine relativ heterogene Krankheit und es ist davon aus-
zugehen, dass den unterschiedlichen Verlaufszeiten und Prognosen auch unterschied-
liche biologische Ursachen zugrunde liegen. Eine wesentliche Voraussetzung, diesen 
Ursachen auf die Spur zu kommen, besteht darin, die Multiplen Myelome aufgrund 
möglichst vieler verschiedener Merkmale zuverlässig zu subklassifizieren. Bisher sind 
die Subgruppierungen - zumindest im größeren Maßstab - fast ausschließlich auf ein-
zelnen Technologie bedingten Ebenen erfolgt: der immunologischen Ebene (Fujii et al., 
1999), der zytogenetischen Ebene (Debes-Marun et al., 2003a, Saez et al., 2004a) und 
der genomweiten Expressionsebene (Magrangeas et al., 2003, Zhan et al., 2003). 
Es sind bis zum gegenwärtigen Zeitpunkt keine Studien bekannt, bei denen Daten aus 
allen diesen Ebenen für eine Subkategorisierung integriert wurden und diese mit dem 
klinischen Verlauf der Krankheit bzw. dem Ansprechen auf die Therapie korreliert wer-
den konnten. 
Die jeweiligen Ebenen der Subklassifizierung haben ihre speziellen Vor- und Nachteile. 
Die Immunotypisierung ist relativ robust und schnell, beschränkt sich aber auf nur we-
nige (Oberflächen-) Marker, deren kausaler Zusammenhang mit der Pathogenese des 
Multiplen Myeloms überdies noch weitgehend unerforscht ist. 
Die zytogenetische Kategorisierung liefert genomweite Informationen und ist als Sub-
gruppierungswerkzeug hervorragend geeignet, jedoch werden bisher nur in ca. 30% 
der Zellkultivierungen auch aberrante Metaphasen erreicht. Die ausdifferenzierten 
Plasmazellen lassen sich nur schwer kultivieren. Mittels Interphase-FISH werden aus-
gewählte Loci untersucht, eine Analyse des gesamten Genoms ist nicht möglich.  
Bisher sind eine Reihe von chromosomalen Aberrationen bekannt (siehe Kapitel 1.4), 
aber nur der Verlust von Chromosom 13 bzw. der Region 13q14 wird in der Routine-
diagnostik für die sichere Prognosestellung benutzt. Hier wird zur Analyse von Chro-
mosom 13 mittels der Interphase-FISH-Technik an nicht kultivierten Zellen eine Sonde 
für das RB1-Gen (Retinoblastoma-Gen 1) eingesetzt, welches in der Chromosomen-
bande 13q14 liegt. Patienten mit einer Monosomie des Chromosoms 13 haben eine 
ausgesprochen schlechte Prognose.  
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Die Expressionsprofilierung bietet ein sehr hohes Auflösungsvermögen von tumorspe-
zifischen Veränderungen. Aufgrund der enormen Datenfülle und individueller Schwan-
kungen von Messwerten besteht jedoch das Problem, kausale Ereignisse von Epi-
Phänomenen zu unterscheiden. Eine Unterscheidung zwischen einem Verlust des 
Gens oder einer Inaktivierung ist nicht möglich.  
Wir gehen davon aus, dass die Kombination von Strukturanalysen der Chromosomen 
mittels der SKY-Technik nach optimierten Kulturbedingungen, der hochauflösenden 
Array-CGH-Analyse zur Bestimmung von Gewinnen und Verlusten und der RNA (Ri-
bonukleinsäure)-Expressionsanalyse bei ein und demselben Patienten einen hohen 
Informationsgewinn in sich birgt. Insbesondere durch die Integration dieser komplexen 
Daten von einer möglichst großen Zahl von Patienten sollen kausale Zusammenhänge 
in der Pathogenese des Multiplen Myeloms deutlich werden. Vor allem aber soll die 
integrierte Datenanalyse eine Subklassifizierung hinsichtlich der Prognose und des 
Ansprechens auf zurzeit in klinischen Studien eingesetzte Therapieschemata erlauben.  
Multiple Myelome weisen häufig komplexe chromosomale Aberrationen auf, deren 
Auswirkungen auf das Expressionsprofil der jeweiligen Zellpopulation weitgehend uner-
forscht sind. Ich habe deshalb die Chromosomenaberrationen und Transkriptomverän-
derungen von vier Multiplen Myelomzelllinien mittels der SKY-Technik (Schrock et al., 
1996) und drei der Zelllinien anhand der hochauflösenden Array-CGH-Methode (Pinkel 
et al., 1998, Snijders et al., 2001, Solinas-Toldo et al., 1997) untersucht und mit vorlie-
genden Daten der RNA-Expressionsanalyse (Lipshutz et al., 1995) korreliert. Zusätz-
lich habe ich mittels Array-CGH-Analyse Tumormaterial von 32 Patienten untersucht, 
die an Therapiestudien der Deutschen Studiengruppe Multiples Myelom (DSMM) teil-
nehmen. Eine parallele Expressionsstudie konnte nicht durchgeführt werden, da dafür 
keine Finanzierung vorhanden war. 
1.6 Methodische Grundlagen der eingesetzten molekular-
zytogenetischen Analysen  
1.6.1 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH)  
Bei der In-situ-Hybridisierung kommt es nach Hitzedenaturierung der doppelsträngigen 
Sonden- und Ziel-DNA zur Aneinanderlagerung von zwei komplementären einzelsträn-
gigen DNA-Sequenzen und damit erneut zur Bildung eines DNA-Doppelstrangs (Hyb-
rid). Die In-situ-Hybridisierungsmethode wurde in den 60er Jahren entwickelt, aller-
dings wurde radioaktiv markierte DNA als Sonde verwendet (Pardue and Gall, 1969). 
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In den 80er Jahren wurden zum ersten Mal Nukleinsäuren enzymatisch mit Haptenen 
(kleine Moleküle) markiert, die mit Fluoreszenzfarbstoffen detektiert wurden (Langer et 
al., 1981). In einer PCR (Polymeraseketten)-Reaktion z.B. (es können auch andere 
Markierungs-Techniken verwendet werden) werden spezifische DNA-Sequenzen (Son-
den) generiert. Nach anschließender Hybridisierung ist die DNA-Sonde auf dem Target 
lokalisiert. Das DNA-Target liegt im Interphasezellkern oder hochkondensiert (als 
Chromosomen sichtbar) in Metaphasen vor.  
Abbildung 3 zeigt das Prinzip der FISH-Analyse.  
 
Abbildung 3: Schema der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung. In blau (DAPI (4’, 6-Diamidino-2-
phenylindol)-Färbung der DNA) ist das Chromosom zu sehen. Paart sich die fluoreszenzmar-
kierte DNA-Probe (FITC, grün) mit der Chromosomen-DNA, wird dieser Bereich im Mikroskop 
sichtbar. Es ist möglich, mehrere Fluoreszenzfarbstoffe simultan für unterschiedliche Sequen-
zen auf dem Chromosom zu verwenden (rote Markierung in TRITC) (nach 
http://learn.genetics.utah.edu/units/disorders/karyotype/williams.cfm). 
Da repetitive DNA-Sequenzen wie z.B. Alu-Wiederholungen in der genomischen Son-
den-DNA mit dem Target hybridisieren und somit unspezifische Bindungen erzeugen 
können, ist es notwendig, diese Hybridisierungen zu blockieren. Das erfolgt mittels C0t-
1-DNA®. Humane C0t-1-DNA hat eine Länge von 50 bis 300 bp (Basenpaare) und be-
steht aus hochrepetitiven Sequenzen wie z.B. Alu-Wiederholungen. Bevor das DNA-
Gemisch der Sonde mit dem Target hybridisiert, finden sich die repetitiven Sequenzen 
von C0t-1- und Sonden-DNA bzw. C0t-1- und Target-DNA, da diese Sequenzen schnel-
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ler reassoziieren als die übrigen Sequenzen der DNA. Anschließend erfolgt die Hybri-
disierung der einzelsträngigen Sonden- und der Target-DNA. Überschüssige DNA-
Sequenzen werden am Ende der Reaktion durch geeignete Waschpuffer entfernt. 
Nicht fluoreszierende Haptenmoleküle werden durch fluoreszenzmarkierte Proteine 
detektiert, unspezifische Bindungsstellen werden dafür vorher mit Serum-Albumin ab-
gedeckt. Durch die so erhaltene spezifische Bindung der Sonden- an der Ziel-DNA sind 
die im Mikroskop sichtbaren Signale überwiegend nur an den DNA-
Sequenzübereinstimmungen zu sehen. 
Durch die unterschiedlichen spektralen Eigenschaften der Fluoreszenzfarbstoffe und 
geeignete Filterkombinationen im Mikroskop lassen sich die Sonden getrennt vonein-
ander betrachten und mit einer Charge-Couple-Device (CCD)-Kamera digital aufneh-
men. Zunächst erfolgt die Auswertung durch die FISH-Software, bei der Graustufenbil-
der von den Emissionen einzelner Fluoreszenzfarbstoffe aufgenommen werden. Mit 
dem computergenerierten Falschfarbenbild und der Übereinanderlagerung der einzel-
nen Bilder für alle eingesetzten Farbstoffe lassen sich die Ergebnisse leichter auswer-
ten. Mit herkömmlichen Filtersystemen ist eine Diskriminierung von bis zu vier Farben 
möglich.  
Durch den technischen Fortschritt in den letzten Jahren wird die FISH-Analyse als 
Routinemethode in der Diagnostik von genetischen Erkrankungen, Leukämien und 
Lymphomen eingesetzt. In der Forschung findet die FISH-Technik auch Einsatz in der 
Konfokalen Mikroskopie. Weitere FISH-Methoden, wie die SKY- und Array-CGH-
Analyse werden in folgenden Kapiteln dargestellt.  
1.6.2 Spektrale Karyotypisierung (SKY) 
Das lang angestrebte Ziel in der Chromosomenforschung, alle Chromosomen in ver-
schiedenen Farben darzustellen, gelang 1996 Schröck und Mitarbeiter mit der Entwick-
lung der SKY-Technik (Schrock et al., 1996) und Speicher mit der M-FISH-Methode 
(Speicher et al., 1996). In der SKY-Methode werden durch unterschiedliche Kombinati-
on von fünf verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen (in vorliegender Arbeit Rhoda-
min110, Spectrum Orange, Texas Red, Cy (Cyanin)5 und Cy5.5) die Chromosomen 
markiert. Dadurch ergeben sich zahlreiche unterschiedliche Farbspektren, mit welchen 
jedes der 24 verschiedenen Chromosomen des Menschen spezifisch detektiert wird. 
Der Einbau der Fluoreszenzfarbstoffe erfolgt durch PCR-Reaktionen, wodurch die o-
ben genannten drei Fluorochrome und zwei Haptene an dUTP (desoxy-
Uraciltriphosphat)-gekoppelt in die Sonden-DNA eingebaut werden. Die Hybridisierung 
auf die zu untersuchenden Metaphasechromosomen erfolgt unter Standardbedingun-
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gen ebenfalls unter Verwendung von C0t-1-DNA zur Suppression der repetitiven Se-
quenzen (siehe Kapitel 1.6.1). Die Haptene werden anschließend durch entsprechende 
Proteine detektiert. Ein großer Vorteil dieser Art der Hybridisierung besteht darin, dass 
jedes der 24 menschlichen Chromosomen nach Auswertung durch die Software ein 
spezifisches Fluoreszenzspektrum aufweist und somit speziell strukturelle und inter-
chromosomale Aberrationen erfasst werden.  
Zur Analyse der Präparate kann sowohl das von Speicher und Kollegen  entwickelte M-
FISH (Multiplex-FISH)-System, als auch die von Schröck und Mitarbeiter  etablierte 
SKY-Methode verwendet werden (Speicher et al., 1996, Schrock et al., 1996). Bei M-
FISH werden unterschiedliche Filtersets gebraucht, die spezifisch jeweils auf einen 
Farbstoff abgestimmt sind. Die Fluoreszenz jedes einzelnen Fluorophors wird mit dem 
dafür geeigneten Filterset und einer CCD-Kamera aufgenommen. Anschließend wer-
den die digitalen Bilder anhand einer Software überlagert.  
In vorliegender Arbeit wurde mit der SKY-Methode gearbeitet. Die Spektrale Karyotypi-
sierung erfolgt nach interferometrischem Prinzip. Hier wird die Fluoreszenz des Objekts 
über den gesamten Emmissionsbereich (Wellenlängen) simultan über ein Sagnac-
Interferometer gekoppelt mit einer CCD-Kamera (Princeton Instruments, Trenton, NJ, 
USA) aufgenommen. Das Spektrum jedes Bildpunkts (Pixel) wird ermittelt, indem das 
Interferogramm eines Bildpunkts mit Fouriertransformation analysiert wird. Ausgehend 
von den ermittelten Spektren wird ein spektrales Falschfarbenbild erstellt, das den 
spektralen Verteilungen des Originalbildes entspricht. Die Bilder wurden mit dem zum 
Spectra CubeTM-System gehörigen Programm „Spectral Imaging“ (Applied Spectral 
Imaging, Eding-Neckarhausen, Germany) aufgenommen und über das SkyViewTM-
System (Applied Spectral Imaging Inc, Migdal Ha’Emek, Israel) ausgewertet. Die Algo-
rithmen dieser Bildverarbeitungssysteme werden zur Klassifizierung von Fluoreszenz-
signalen benutzt. Dabei vergleicht die Software die Spektren der ausgewählten Bild-
punkte mit Referenzspektren.  
1.6.3 Konventionelle CGH- und Hochauflösende Array-CGH-Analyse 
Mit der CGH-Analyse werden Gewinne oder Verluste der Tumor-DNA im Vergleich zu 
gesunder Kontroll-DNA nachgewiesen. In deletierten Bereichen könnten Tumor-
suppressorgene lokalisiert sein, während in gewonnenen oder amplifizierten chromo-
somalen Regionen Onkogene kartieren können. Die Aktivität dieser Gene muss an-
schließend allerdings durch zusätzliche Analysen untersucht werden. Der Vorteil der 
CGH-Methode ist, dass eine Chromosomenpräparation des zu untersuchenden Mate-
rials nicht notwendig ist. Archiviertes Material, wie z.B. in Paraffin eingebettetes Gewe-
Einleitung   21
be, kann somit auch nach Jahren noch analysiert werden. Allerdings können balancier-
te Translokationen und die Tumorheterogenität nicht erfasst werden. 
Die CGH-Methode wurde 1992 von Kallioniemi und Kollegen  publiziert (Kallioniemi et 
al., 1992). Die Patienten-DNA und die Kontroll-DNA werden dabei mit verschiedenen 
Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die Kontroll-DNA z.B. mit Texas Red und die Patien-
ten-DNA mit FITC (Fluoresceinisothiozyanat). Daraufhin werden beide Proben zusam-
men auf Objektträger mit normalen Metaphasen hybridisiert. Die Auswertung erfolgt 
über die computergestützte Bildanalyse (du Manoir et al., 1995), wobei durch eine ge-
eignete Software eine automatisierte Segmentierung der Chromosomen vorgenommen 
wird. Zunächst wird der Hintergrund korrigiert, die Hybridisierungsintensitäten der un-
terschiedlich markierten Sonden werden normalisiert, und ein medianes Intensitätsver-
hältnis von 1 erreicht. Nach weiteren Korrekturschritten werden nun die Intensitätsver-
hältnisse von Test- und Kontroll-DNA entlang der senkrechten Achse der Chromoso-
men erfasst. Sind Patienten- und Kontroll-DNA in gleichem Intensitätsverhältnis vor-
handen (Wert=1), zeigt das Mikroskopbild eine gelbe Mischfarbe der Chromosomen. 
Liegt eine Amplifikation (Intensitätsverhältnis >1,2) oder Deletion (Intensitätsverhältnis 
<0,8) des Patientenmaterials gegenüber der Kontroll-DNA vor, so zeigt der betroffene 
Abschnitt des Chromosoms eine grüne Fluoreszenz bei Amplifikation und rote Fluores-
zenz bei Deletion der Patienten-DNA.  
Mehrere tausend Tumoren wurden bisher mit der konventionellen CGH-Methode un-
tersucht und für nahezu alle Tumorarten wurden genetische Marker etabliert. Diese 
tumor- und stadienspezifischen genetischen Marker müssen nun noch einer klinischen 
Validierung unterzogen werden, um sie dann für die Unterstützung der Diagnostik und 
Prognostik solider Tumoren sowie zur Hilfe bei Therapieentscheidungen anwenden zu 
können. 
Bei der Array-CGH-Methode (Pinkel et al., 1998, Snijders et al., 2001, Solinas-Toldo et 
al., 1997) handelt es sich um eine Weiterentwicklung der konventionellen CGH-
Technik. Test-DNA und Kontroll-DNA werden mit zwei unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoffen markiert (Cy3 für Test-DNA, Cy5 für Kontroll-DNA) und gemeinsam auf 
Glasobjektträger hybridisiert, auf die vorher BACs (Bacterial Artificial Chromosome, ca. 
100-300 Kilobasen Länge) aufgebracht (gespottet) worden sind. Die Auflösungsgrenze 
liegt bei der konventionellen CGH-Methode bei 2-20 Mb (Megabasen), bei der Array-
CGH-Technik ist diese von der Anzahl der gespotteten BACs als Targets abhängig. 
Unter Verwendung von ca. 3.000 BACs wird eine Auflösung von 1,5-4 Mb erreicht, bei 
6.000 Klonen sind es etwa 0,6-1 Mb und bei überlappenden Klonen sind es 100 kb 
(Kilobasen, Genebene). Genetische Veränderungen der Tumor-DNA wie Gewinne, 
Amplifikationen oder Verluste werden aus dem Verhältnis der Fluoreszenzintensitäten 
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von Tumor-DNA zu Kontroll-DNA ermittelt. Die Sensitivität der Methode erlaubt die 
sichere Identifizierung von geringen DNA-Kopie-Unterschieden wie einer Trisomie und 
einer Monosomie. 
In Abbildung 4 sind CGH- und Array-CGH-Methode im Vergleich dargestellt. 
 
Abbildung 4: Konventionelle CGH- und Array (Matrix)-CGH-Technik. Bei der chromosomalen 
CGH-Methode werden Test- und Tumor-DNA gegen Metaphase-Chromosomen hybridisiert, 
was im oberen Teil der Abbildung zu sehen ist. Bei der Array-CGH-Methode werden Tumor-
DNA und Kontroll-DNA auf ein Feld auf einem Glasobjektträger (Array, Matrix) hybridisiert, auf 
dem DNA-Fragmente (z.B. von BAC- Klonen) aufgebracht (gespottet) sind (www.dkfz-
heidelberg.de/. ../matrix_cgh.html). 
Bei der Array-CGH-Methode erfolgte die Hybridisierung der Glasobjektträger im Hybri-
disierungssystem „Perkin Elmer HybArray 12“. Zur Erfassung der Cy5- und Cy3-Werte 
wurden die Objektträger im Array Scanner 428TM (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) 
gescannt. Durch die Automatisierung werden gleichmäßige Ergebnisse und eine hohe 
Sensitivität erzielt. Die Auswertung der gescannten Daten fand durch Auswertepro-
gramme statt, die in Kapitel 3.6.6 genau dargestellt werden. 
Der technologische Fortschritt hat inzwischen die Herstellung von Oligonukleotid-
Arrays ermöglicht, die simultan die Analyse der Kopienzahl der DNA und der Poly-
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morphismen an einzelnen Nukleotiden (SNPs) zulassen. Ein SNP ist durch den Aus-
tausch eines einzigen Nukleotids an einer definierten Position im Genom charakteri-
siert. Bei der Herstellung der Oligonukleotid-Arrays werden sehr kurze Sonden auf den 
Chip gebracht, die komplementär zu den einzelnen SNP-Allelen in der Patienten-DNA 
sind. Da es für jedes mögliche Allel eine spezifische Sonde gibt, kann man durch Aus-
lesen der Signale feststellen, welche Sequenzpolymorphismen am untersuchten Lokus 
vorhanden sind. Auf diese Weise können Kopplungsanalysen präziser als bisher 
durchgeführt und kleine genomische Regionen identifiziert werden, in denen Gene kar-
tieren, die bei den jeweiligen Erkrankungen mutiert sind. 
Zuverlässig eingesetzt werden kann die Array-CGH-Analyse inzwischen in der prä- und 
postnatalen Diagnostik, in der Tumorzytogenetik, in der Polkörperanalyse und in der 
genetischen Präimplantationsanalyse. 
1.6.4 Verwendung eines geeigneten Antifades (Antibleichmittel) 
Der Verlust der Lichtintensität der Emission wird als Prozess des Ausbleichens be-
zeichnet, der durch irreversible Zerstörung der angeregten Fluorophore unter Lichtein-
strahlung entsteht. Dabei hängt die Ausbleichrate von der Beschaffenheit des Fluo-
rochroms, von der Intensität, der Wellenlänge des anregenden Lichtes und der Tempe-
ratur ab. Ebenso spielen Ionen-Haushalt, pH-Wert, nichtkovalente Interaktionen und 
die Konzentration freier Radikale eine Rolle. In der Zytogenetik wird mit Fluoreszenz-
farbstoffen unter dem starken Lichteinfluß des Mikroskops gearbeitet. Besonders in der 
SKY- und CGH-Analyse sind die Präparate hohen Belichtungszeiten ausgesetzt, wel-
che rasch zu einem Ausbleichen und damit zum Verlust von Signalen führen. 
Antibleichmittel werden dazu verwendet, fluoreszenzmarkierte Präparate (Objektträger) 
vor dem Ausbleichen zu schützen. In der Regel handelt es sich dabei um eine viskose 
Glycerin-Lösung, die auf die markierten und getrockneten Objektträger gegeben wird. 
Ein abschließendes Deckglas garantiert die gleichmäßige Verteilung des Antifades auf 
dem Präparat. Es gibt zwar zahlreiche käufliche Anti-Bleich-Medien, welche manchmal 
den DAPI-Farbstoff beinhalten. Diese sind jedoch in ihrer Wirkung nicht optimal. Die 
DAPI-Färbung ist oftmals zu intensiv und unregelmäßiger als bei einer separaten Fär-
bung der Objektträger. Um ein optimal geeignetes Antibleichmittel zu erhalten, ent-
schieden wir uns für eine eigene Herstellung, die ausführlich in Kapitel 4.1 beschrieben 
ist. 
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1.6.5 Genomweite Genexpressionsanalyse 
Das Prinzip der Genexpressionsanalyse unter Verwendung von Oligonukleotiden wur-
de 1995 von Lipshutz und Kollegen  zum ersten Mal beschrieben (Lipshutz et al., 
1995). Durch die Microarray-Genexpressionsanalyse ist es möglich, die Expression 
und damit die Aktivität tausender Gene gleichzeitig zu bestimmen. Die bekannten Se-
quenzen, die auf den Objektträger aufgebracht sind, werden hier als Probensets be-
zeichnet, während die zu untersuchenden Sequenzen Targets genannt werden. Zu 
beachten ist, dass bei der Genexpressionsanalyse die Begriffe ‚Sonde’ und ‚Target’ 
entgegengesetzt zur DNA-Analyse verwendet werden. Die cDNA-Array-Technik ist die 
älteste Technik. Hier werden cDNA-Proben mit einer Länge von 500-5000 Basen, die 
jeweils ein Gen repräsentieren, auf Glasplatten fixiert. Seit 1999 werden die so ge-
nannten Oligonukleotid-Arrays (GeneChip) von Affymetrix kommerziell hergestellt und 
sind käuflich erwerblich. Kurze Oligonukleotid-Sequenzen werden dafür künstlich syn-
thetisiert und mittels Photolithographie auf kleine Glas-Chips gebracht. Mittlerweile gibt 
es weitere Chips, wie z.B. den HgU133_Plus2 mit 47.000 Transkripten und 38.500 gut 
charakterisierten Genen. In dieser Arbeit wurde der HG-U95A-Chip von Affymetrix 
verwendet, der ca. 10.000 Gene enthält. 
Ein bekanntes Gen oder eine exprimierte Sequenz ist durch 11-20 einzelne Oligomere 
repräsentiert, die das so genannte Probenset darstellen. Bei Oligomeren handelt es 
sich um Makromoleküle aus strukturell gleichen Einheiten, in diesem Fall Nukleotiden, 
deren Anzahl zwischen zehn und 30 liegen kann. In unserem Fall sind die Oligomere 
jeweils 25 Basen lang. 
Das Probenset für ein Gen umfasst eine Region von 600 Basen, welche als Ziel- oder 
Target-Sequenz bezeichnet wird. Tausende Kopien eines Oligomers sind auf bestimm-
te Zellen des GeneChip Arrays synthetisiert.  
Nach RNA-Extraktion aus dem Gewebe bzw. den Zellen der Wahl, folgt die Aufreini-
gung bzw. Amplifikation von RNA bei geringer Probenmenge. Diese wird in cDNA um-
geschrieben und in einer In Vitro Transkription (IVT) wird biotinmarkierte antisense-
RNA generiert. 
Die fragmentierte RNA wird auf den Chip hybridisiert und anschließend mit einem Fluo-
reszenzmolekül (z.B. SAPE, Streptavidin-Phycoerythrin) markiert, welches an Biotin 
bindet. Der Vorgang ist schematisch in Abbildung 5 dargestellt. Nach Antikörper-
Detektion mittels eines konfokalen Laser-Scanners, werden die Daten ausgewertet. 
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Abbildung 5: Darstellung der Antikörper-Markierung nach dem technischen Handbuch von 
Affymetrix. Die fragmentierte biotinmarkierte cRNA bindet an die Probe auf dem Chip, an Biotin 
bindet SAPE. An SAPE lagert sich der Ziege-Anti-Streptavidin-Antikörper, an dem der biotiny-
lierte Ziege-IgG-Antikörper hybridisiert. Dieses Signal wird in einem letzten Schritt durch SAPE 
verstärkt. 
Durch die geeignete Anwendung von Auswerte-Programmen sollen die für Multiple 
Myelome relevanten Gensignaturen identifiziert und mit den bisher aus der Literatur 
bekannten Ergebnissen verglichen werden (Programm RMAexpress, (Bolstad et al., 
2003)). 
Die Stärken der Microarrays liegen im Bereich der Diagnostik, um mit möglichst gro-
ßem Durchsatz eine begrenzte Anzahl Gene gleichzeitig zu analysieren. Werden im 
Experiment cDNAs aus unterschiedlichen Geweben oder Zelltypen verwendet, kann 
man direkt ableiten, wie sich die untersuchten Gewebetypen in Bezug auf ihre Ge-
nexpression unterscheiden. Die Hauptproblematik der Technik liegt darin, dass nur 
cDNAs analysiert werden können, deren genetische Information bereits bekannt ist. 
Neue, unbekannte Gene kann man mit dieser Methode nicht untersuchen. Auch in der 
Expressionsanalyse lassen sich genomische Imbalanzen, die häufig bei Tumoren zu 
finden sind, anhand von SNP-Chips, detektieren. Das Verfahren beruht auf dem Nach-
weis kleinster Unterschiede in der Abfolge der Bausteine des Erbguts (Nukleotide). 
Schon eine Abweichung bei einem dieser Bausteine kann mit diesem Verfahren nach-
gewiesen werden. Der Vorteil der neuen Technik liegt in der Möglichkeit, bis zu 20.000 
Unterschiede gleichzeitig auf einem einzigen Biochip zu analysieren.  
1.7 Einbeziehung Klinischer Daten  
Besonders bei Krankheiten, die eine hohe Variabilität in ihrer Ausprägung haben, ist es 
wichtig, auf die klinischen Daten zurückzugreifen. Dabei kommt es auf eine sehr sorg-
fältige Datenerfassung und Datenanalyse an. Im Klinikalltag erweist es sich oft als 
schwierig, die vollständigen Patientendaten auch über Jahre hinweg zu verfolgen. Die 
Einteilung der Patienten in unterschiedliche Prognose- und damit auch in unterschiedli-
che Behandlungsgruppen spielt dabei eine große Rolle.  
Einleitung   26
Dem Tumorkonzept von Hanahan und Weinberg  folgend gehen wir davon aus, dass 
die Multiplen Myelome im Laufe ihrer Entwicklung eine Reihe von tumorrelevanten Ei-
genschaften erwerben und dass die Reihenfolge und die Art und Weise, wie diese Ei-
genschaften erworben werden, von untergeordneter Bedeutung sind (Hanahan and 
Weinberg, 2000). Dies hat zur Folge, dass es eine Vielzahl verschiedener Wege geben 
kann, auf denen sich eine Plasmazelle zum Multiplen Myelom entwickelt. Somit ist 
auch zu erwarten, dass es auf Genom- und Transkriptom-Ebene eine Vielzahl unter-
schiedlicher Myelom-Gruppen geben wird. Daher machen jegliche Subgruppierungs-
bemühungen nur dann Sinn, wenn eine gewisse Mindestmenge an Multiplen Myelo-
men untersucht wird. Anhand von statistischen und biometrischen Berechnungen wie 
der Power-Berechnung durch ein online erhältliches Rechenprogramm 
(http://calculators.stat.ucla.edu/powercalc/normal/n-2-equal/index.php) wurde eine 
Mindestmenge an Patientenproben festgelegt. Bei einer Erwartung von etwa vier Sub-
gruppen wäre eine Analyse von ca. 80 Tumoren wünschenswert. In den genomisch-
orientierten Versuchen von Debes-Marun und Saez  wurden jeweils etwa 250 Myelome 
untersucht (Debes-Marun et al., 2003a, Saez et al., 2004a). 
Für diese Arbeit hat es sich allerdings als nicht möglich herausgestellt, eine solch gro-
ße Patientenzahl zusammenzustellen. Es handelt sich bei den Patientenproben um 
Knochenmark, welches durch Punktion erhalten wird. Um möglichst reines Knochen-
mark zu gewinnen, erzeugt der Arzt beim Punktieren einen starken Unterdruck. In der 
ersten Spritze ist somit weitgehend unverdünntes Knochenmark enthalten, in allen wei-
teren Spritzen entsteht eine Verdünnung mit peripherem Blut. Die erste Spritze wird für 
eine Reihe von Untersuchungen zur Erfüllung von Studienprotokollen benötigt, da alle 
Kliniken, die eine größere Zahl von Patienten betreuen, an Therapiestudien teilneh-
men. Material für zusätzliche Analysen ist somit nur sehr schwer zu erhalten und steht 
nur sehr begrenzt zur Verfügung. Zusätzliche Punktionen wären ethisch nicht vertret-
bar. Außerdem sollte Knochenmark vor Beginn einer Therapie analysiert werden und 
ein zeitliches Aufschieben der Therapie für eine solche zusätzliche Punktion wäre e-
benfalls nicht denkbar. 
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2 Zielstellung 
Das Multiple Myelom (syn. Plasmozytom, Morbus Kahler) ist eine klonale maligne Er-
krankung der terminal differenzierten B-Zelle, d.h. der Antikörper sezernierenden 
Plasmazelle. Die Myelomzellen sind bis auf Ausnahmen vorwiegend im Knochenmark 
lokalisiert, wo sie akkumulieren, die normale Hämatopoese verdrängen und zu Kno-
chendestruktionen führen. Myelomzellen weisen häufig komplexe Chromosomenaber-
rationen auf. Für die Diagnostik und Prognostik der Patienten sowie für die Therapie-
stratifizierung werden bisher nur ausgewählte Marker eingesetzt, z.B. die Monosomie 
13, die eine schlechte Prognose bedeutet. 
Das Ziel meiner Arbeit war es, Multiple Myelome mittels hochauflösender Array-CGH-
Analyse genomweit zu charakterisieren und Aberrationen für eine mögliche Subklassi-
fizierung im Vergleich zu den klinischen Daten zu erreichen. Je nach Verfügbarkeit von 
Metaphasepräparationen wollte ich mittels Spektraler Karyotypisierung chromosomale 
Translokationen detektieren, für die weiterführend eine Charakterisierung der Bruch-
punkte erfolgen kann. Zusätzlich sollte die Auswertung von Daten zur Expressionsana-
lyse für ausgewählte Zelllinien das Analysespektrum vervollständigen. So sollten funk-
tionell besonders interessante genetische Aberrationen identifiziert werden.  
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3 Material und Methoden 
Für die FISH- und die SKY-Analyse wurden die vier Zelllinien MM.1S, INA-6, ANBL-6 
und NCI-H929 kultiviert und Metaphasechromosomen präpariert. Für die CGH- und 
Array-CGH-Analyse wurde DNA der Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-6 isoliert und 
mit einer Nick-Translation (für die CGH-Methode) bzw. mit Random-Priming (für die 
Array-CGH-Technik) markiert. Um die Bruchpunkte aus der SKY-Analyse zu klassifizie-
ren, wurden vier geeignete BAC-Sonden hergestellt und auf die Präparate der Zellli-
nien MM.1S und ANBL-6 unter Verwendung der FISH-Technik hybridisiert. Die Aus-
wertung der Expressionsdaten der Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-6 fand durch 
eine geeignete Software an unserem Institut statt. 
Für die Array-CGH-Analyse der 32 Patienten wurden die malignen Plasmazellen mit-
tels MACS-Separation von Miltenyi (Bergisch-Gladbach, Deutschland) aufgereinigt und 
die DNA isoliert. Die Amplifikation der DNA wurde durch die Ligations-PCR durchge-
führt. Im Folgenden werden die Methoden detailliert beschrieben. 
3.1 Zellkultur 
Aufgrund der Limitierung des Patientenmaterials gestaltete es sich bisher schwierig, 
Myelomzellen in ausreichender Menge für umfangreichere Testexperimente zu kultivie-
ren. Wir haben uns daher entschieden, Zelllinien des Multiplen Myeloms als Modelor-
ganismen zu verwenden. Der Vorteil von Zelllinien ist, dass sie schnell und in ausrei-
chendem Maße zugänglich sind und zahlreiche unterschiedliche Testreihen durchge-
führt werden können. 
3.1.1 Auswahl und Kultivierung der MM-Zelllinien 
MM-Zelllinien wurden bisher vermehrt für die Analyse verschiedener Signalwege beim 
MM verwendet. So induzierte z.B. die Inaktivierung der c-Jun NH(2)-terminalen Kinase 
(JNK) einen Wachstumsarrest und NF-kappaB-Aktivierung in der MM-Zelllinie MM.1S 
(Hideshima et al., 2003). Chatterjee und Kollegen zeigten durch Zellkulturversuche an 
der MM-Zelllinie INA-6, dass Myelomzellen noch zusätzliche Signalwege, wie den 
JAK/STAT und MEK/ERK-Signalweg, für Proliferation und Überleben nutzen 
(Chatterjee et al., 2004). 
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Auch die Zelllinie INA-6 wurde als Tumor-Modell für Plasmozytome verwendet (Burger 
et al., 2001). INA-6 wurde uns durch die Kooperation mit Herrn Dr. Ralf Bargou (Medi-
zinische Klinik und Poliklinik II, Julius-Maximilians-Universität Würzburg) freundlicher-
weise zur Verfügung gestellt. 
Die vier Zelllinien MM.1S, INA-6, ANBL-6 und NCI-H929 wurden ausgewählt, da sie 
schon mehrmals als Ersatzmechanismen für die nicht proliferierenden primären Mye-
lomzellen eingesetzt wurden. Die Zelllinien besaßen bezüglich ihres Wachstumsverhal-
tens, der IL-6-Abhängigkeit, Ploidie und ihrer Morphologie unterschiedliche Eigenschaf-
ten (im Folgenden dargestellt). Deshalb sahen wir diese Zelllinien als geeignet an, mo-
lekular-zytogenetische Untersuchungen und Expressionsanalysen durchzuführen und 
zu einer weiteren Charakterisierung der Zelllinien beizutragen. 
Die Zellen wurden in RPMI1640 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) gehalten, 
das 10% (ANBL-6, MM.1S) bzw. 20% (INA-6, NCI-H929) hitzeinaktiviertes fetales Käl-
berserum (FCS), 2 mmol/L L-Glutamin, die Antibiotika Penicillin und Streptomyzin, 50 
µmol/L 2-β-Mercaptoethanol, und 1 (ANBL-6) bzw. 2 (INA-6) ng/µl menschliches IL-6 
enthielt. Die Kultivierung erfolgte bei 37°C in einer feuchten Atmosphäre mit 6% CO2 im 
Brutschrank. Im Folgenden sind die Eigenschaften der Zelllinien dargestellt. 
 
NCI-H929:  
Käuflich erworben bei ATCC (American Tissue Culture Collection): aus der Pleuraleffu-
sion einer 62-jährigen Frau, IgA-k, EBV (Ebstein-Barr-Virus)-negativ, c-myc-Proto-
Oncogen rearrangiert, aktiviertes ras-Allel, runde bis ovale Zellen in Suspension, IL-6-
unabhängig, CD38+, hypotetraploid, Verdoppelungszeit: 50 Stunden. 
Medium: RPMI1640, 20%FCS, 2 mM L-Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, 10 mM 
HEPES, 4,5 g/l Glucose, 1,5 g/l Natriumbicarbonat, 0,05 mM 2-β-Mercaptoethanol, 5% 
CO2.  
INA-6: 
Nach Burger und Gramatzki (Burger and Gramatzki, 1993): aus der Pleuraleffusion 
eines 80-jährigen Patienten mit IgG-k-Plasmazellleukämie, schwere Ketten, EBV-
negativ, aktivierende Mutation im N-Ras-Gen, runde bis ovale Zellen in Suspension, 
strikt abhängig von IL-6, CD138+, hypotetraploid.  
Medium: RPMI1640, 20%FCS, 2 mM L-Glutamin, 50 µM 2-β-Mercaptoethanol, 50 
Units (U/ml) (2ng/ml) IL-6.  
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MM.1S: 
Nach Goldman-Leikin et al. (Goldman-Leikin et al., 1989): EBV-negativ, Ig-leichte Ket-
ten, sensitiv auf Glucocorticoide, kleine runde Zellen, adhärent, IL-6-unabhängig, hy-
podiploid. 
Medium: siehe INA-6 ohne IL-6. 
ANBL-6: 
Nach Jelinek et al. (Jelinek et al., 1993b): aktiviertes N- oder K-ras, Suspension, strikt 
abhängig von IL-6, fast tetraploid, 
Medium: siehe INA-6, 1 ng/ml IL-6 
Die Zelllinien wurden kultiviert bis eine geeignete Zellzahl erreicht war, um die oben 
genannten Untersuchungen durchführen zu können.   
3.1.2 Kokultivierung der Myelomzelllinie INA-6 mit primären Stromazellen 
Neben den genetischen Veränderungen ist die Wechselwirkung zwischen maligner 
Plasmazelle und dem Knochenmarkstroma („Microenvironment“) von zentraler Bedeu-
tung für die Pathogenese und Pathophysiologie des Multiplen Myeloms. Insbesondere 
die Produktion von Zytokinen, z.B. Interleukin-6 (IL-6), durch Knochenmarkstromazel-
len spielt für das Wachstum von Myelomzellen eine wichtige Rolle. Um die Interaktio-
nen zwischen INA-6-Zellen und Stromazellen bei unterschiedlichen Kulturbedingungen 
zu untersuchen, wurde die Zelllinie INA-6 zusammen mit Stromazellen kultiviert. Zur 
Bestimmung möglichst optimaler Bedingungen für die primäre Zellkultur von Myelom-
zellen wurden folgende Kulturexperimente parallel ausgeführt (siehe Tabelle 2).  
1. Kultivierung von INA-6-Zellen mit superkonditioniertem Medium 
2. Kultivierung von INA-6-Zellen mit konditioniertem Medium 
3. Kokultivierung von INA-6-Zellen und Stromazellen 
4. Kultivierung von INA-6-Zellen mit Medium unter Zusatz von IL-6 
Jeder Versuch wurde doppelt angesetzt, um zwei verschiedene Kulturzeiten (Well a: 
48 h und Well b: 120 h) miteinander vergleichen zu können. 
Zur Herstellung von superkonditioniertem (superkondi) Medium wurden 104 Stromazel-
len zusammen mit 105 INA-6-Zellen für 24 h in 2,5 ml RPMI1640 + 20% FCS + Strep-
tomycin und Penicillin kultiviert. Anschließend wurde das Medium abgenommen und 
diente somit in einem neuen Well als frisches Medium, welches Signalstoffe von Stro-
mazellen und INA-6 enthielt. Um konditioniertes Medium zu erhalten, wurden Stroma-
zellen für 24 h in 2,5 ml RPMI1640 + 20% FCS + Streptomycin und Penicillin kultiviert. 
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Die Medien wurden aus den 12-Well-Platten entfernt, in neue 12-Wells pipettiert und 
900 µl frisches RPMI1640-Medium gegen verbrauchtes Medium ausgetauscht 
(Honemann et al., 2001). 
Im dritten Ansatz wurden 1 x 104 Stromazellen in 2,5 ml RPMI1640-Medium + 20% 
FCS und 1 x 105 INA-6-Zellen eingesetzt. Dabei wurde die Membran der Stromazellen 
mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert (PKH26GL, Sigma-Aldrich, München, 
Deutschland), um sie in der anschließenden FACS (Fluorescence Activated Cell Scan-
ning)-Analyse von den INA-6-Zellen unterscheiden zu können. PKH26 ist ein rotes Flu-
orochrom, dessen Anregung bei 551 nm und dessen Emission bei 567 nm liegt.  
Der vierte Ansatz enthielt 1 x 105 INA-6-Zellen, die in 2,5 ml RPMI1640-Medium + 20% 
FCS + 20 ng/ml IL-6 kultiviert wurden. 
Um das Wachstum der Zellen zu messen, wurden diese nach einer Kulturzeit von 48 h 
bzw. 120 h abgespült, in PBS gewaschen und mit Annexin V-FITC /Propidiumiodid (PI) 
(rh Annexin V-FITC-Kit von Bender MedSystems) gefärbt. Für die Färbung wurden 1 x 
105 Zellen mit 5 µl Annexin V-FITC und 2,5 µg/ml PI behandelt. Der Prozentsatz leben-
der Zellen wurde mittels FACS-Analyse an einem FACScalibur Durchflußzytometer 
analysiert und über die Software Cell Quest (Becton Dickinson) ausgewertet. Lebende 
Zellen sind negativ für Annexin V-FITC und PI, da Annexin die frühen und PI die spät 
apoptotischen Zellen anfärbt. Gleichzeitig wurde die Zellzahl in der Neubauer-
Zählkammer nach Anfärben mit Trypanblau bestimmt. Dazu wurden 10 µl des gelösten 
Zellpellets mit 90 µl Trypanblau (Gibco) versetzt. Während viable Zellen eine intakte 
Zellmembran besitzen, ist die Zellmembran bei toten Zellen beschädigt und das Try-
panblau kann diffundieren. Es wurden die vitalen, ungefärbten Zellen anhand folgender 
Formel bestimmt: Zellzahl x Verd. x 104 = Zellen/ml. Eine Versuchsübersicht ist in 
Tabelle 2 zu sehen.  
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Tabelle 2: Versuchsübersicht der Kokultivierung von primären Stromazellen und INA-6. In den 
Ansätzen befinden sich jeweils 1 x 105 INA-6-Zellen. Jeder Ansatz wurde doppelt durchgeführt, 
um das Wachstum der Zelllinie an zwei Zeitpunkten (a: 48 h; b: 120 h) zu analysieren. 
Well Medium Kulturzeit 
1a RPMI-superkondi 48h 
1b RPMI-superkondi 120h 
2a RPMI-konditioniertes 48h 
2b RPMI-konditioniertes 120h 
3a RPMI-Stromazellen 48h 
3b RPMI-Stromazellen 120h 
4a RPMI + IL-6 48h 
4b RPMI + IL-6 120h 
3.1.3 Wachstumsanalyse der Zelllinie INA-6 in Gegenwart des IL-6-
Rezeptorblockers Sant7 
Der IL-6-Rezeptor-Superantagonist Sant7 stellt eine IL-6-Variante dar, die einen Aus-
tausch der zweiten und dritten Bindungsstelle des IL-6-Rezeptors (IL-6R) gp130 be-
sitzt. Sant7 weist eine vielfach höhere Bindungsaffinität zu IL-6R auf als IL-6. Dadurch 
wird die Aktivität von IL-6 proportional zur erhöhten Bindungsaffinität des Antagonisten 
Sant7 blockiert (Sporeno et al., 1996).  
Um zu untersuchen, ob IL-6 einen messbaren Einfluss auf die Proliferationsrate der 
Zelllinie INA-6 hat, wurde das in Kapitel 3.1.2 vorgestellte Zellkulturschema variiert. Ich 
habe die Zellen für dieses Experiment mit bzw. ohne Zugabe von jeweils 1 µg/ml Sant7 
kultiviert. Die Übersicht dazu ist in Tabelle 3 dargestellt. 
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Tabelle 3: Versuchsübersicht der Wachstumsanalyse von INA-6 in Gegenwart von Sant7. In 
den Ansätzen befinden sich jeweils 1x105 INA-6-Zellen. Jeder Ansatz wurde doppelt durchge-
führt. Well a enthielt Sant7, in Well b war kein Sant7 zugegeben. 
Well Medium Sant7-Zugabe 
1a RPMI-superkondi  + 
1b RPMI-superkondi  - 
2a RPMI-konditioniertes + 
2b RPMI-konditioniertes - 
3a RPMI-Stromazellen  + 
3b RPMI-Stromazellen  - 
4a RPMI + IL-6 + 
4b RPMI + IL-6 - 
3.1.4 Aufreinigung und Kultivierung von primären Myelomzellen 
Die malignen Plasmazellen sind hauptsächlich im Knochenmark lokalisiert und stehen 
in Wechselbeziehung zu den Stromazellen. Die MM-Zellen werden selten an anderen 
Lokalisationen gefunden.  
Myelomzellen exprimieren wie die normale Plasmazelle CD38 und Syndecan-1 
(CD138). Die CD-Marker sind Oberflächenantigene, die je nach Entwicklungsstatus der 
Plasmazellen auf deren Oberfläche exprimiert sind. Im Gegensatz zu normalen Plas-
mazellen produzieren maligne Zellen vergleichsweise geringe Mengen an Immunglo-
bulin und sind in der Mehrzahl der Fälle CD56-positiv und CD19-negativ. Bei gesunden 
Menschen findet man im Knochenmark nur ca. 0,1% Plasmazellen, bei MM-Patienten 
liegt jedoch eine sehr hohe Infiltration vor (10% bis 30%), da die aberranten Plasmazel-
len im Knochenmark akkumulieren. Kann eine adäquate Anzahl von Plasmazellen aus 
dem Knochenmark isoliert werden, handelt es sich um Myelomzellen.  
Im März 2004 wurde dieses Projekt bei einem Studientreffen der DSMM vorgestellt. 
Wir haben daraufhin die erfolgreiche Kooperation und die umfangreiche Logistik mit 
der Klinik und Poliklinik für Innere Medizin IV-Hämatologie/Onkologie-, Medizinische 
Fakultät, Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg (Herr Dr. H.-H. Wolf) aufgebaut. 
Somit habe ich insgesamt ca. 50 Patientenproben aufgearbeitet, davon waren 32 für 
eine Array-CGH-Analyse geeignet. 
Material und Methoden   34
Das Knochenmarkaspirat wurde nach der Punktion der Patienten direkt innerhalb von 
24 h in unser Labor gesandt. Die Aufreinigung der Plasmazellen erfolgte durch MACS 
(Magnetic Cell Sorting von Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland). Zunächst wur-
den die weißen Blutzellen durch Ficoll aufgereinigt. Durch die Zugabe magnetischer 
Antikörper (Microbeads), die an das Oberflächenantigen CD138 adhärieren, wurden 
die Plasmazellen bei einer Inkubationszeit von 20 min bei 4°C magnetisch markiert. 
Nach einem Waschschritt mit einem speziellen Puffer (PBS, pH 7,2, 0,5% BSA, 2mM 
EDTA) wurden die weißen Blutzellen auf eine Säule gegeben, die an einem Magneten 
befestigt war. Die magnetischen CD138-positiven Zellen blieben an der Säule haften, 
während die restlichen Zellen im Durchfluss zu finden waren. Nach mehrmaligem Wa-
schen und Entfernen von Erythrozyten wurde die Säule vom Magneten entfernt. Die 
CD138-positiven Zellen wurden von der Säule gewaschen und im Eluat angereichert. 
Bei mindestens 99% der aufgereinigten Zellen handelte es sich um Plasmazellen, was 
regelmäßig durch FACS-Analysen verifiziert wurde. 
Um die aufgereinigten Myelomzellen für FISH- und SKY-Analysen zu präparieren, wur-
de ein Teil der Zellen in RPMI1640-Medium kultiviert. Das Medium enthielt 20% FCS, 
Antibiotika und die Wachstumsfaktoren EGF (Epidermal Growth Factor, 20ng/ml), IGF 
(Insulin-like Growth Factor, 20ng/ml), FGF (Fibroblast Growth Factor, 10ng/ml) und 
SGF (Stem Cell Growth Factor, 20ng/ml)), die in Parallelversuchen eingesetzt wurden. 
Die Kulturzeiten betrugen zwischen einem Tag und sieben Tagen. Wie in Kapitel 3.2 
beschrieben, wurde Colcemid zugegeben, um die Zellen in der Metaphase zu arretie-
ren und Chromosomen zu präparieren. Da Colcemid allein keinen Effekt auf die Mito-
sebildung hatte, wurden zusätzlich zu Colcemid drei Chemikalien verwendet, die zu 
Chromosomenkondensation (Premature Chromosome Condensation, PCC) führen 
(Durante et al., 1998). Hier müssen sich die Zellen nicht in der Mitose befinden. 2-
Aminopurin (2mg/ml) führt dazu, dass die Chromosomen im Zellzyklusarrest konden-
sieren, ohne in die Mitose zu gehen (Andreassen et al., 1997), (Andreassen and Mar-
golis, 1992). Auch Calyculin A (100nM) induziert Chromosomenkondensation. Der 
Phosphatase-Inhibitor Okadeinsäure (Okadaic Acid, OA, 40 ng/ml) führt zur Phospho-
rylierung von Histonen und zur Abrundung der Zellen. Dies resultiert ebenfalls darin, 
dass die Chromosomen kondensieren. 
3.2 Chromosomenpräparation aus MM-Zelllinien  
Für die SKY-Analyse habe ich Metaphase-Chromosomenpräparate der vier Zelllinien 
MM.1S, INA-6, ANBL-6 und NCI-H929 hergestellt. Dafür wurden die Zelllinien unter 
den angegebenen Kulturbedingungen (siehe Kapitel 3.1.1) für 72 Stunden bei 37°C 
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und 6% CO2 kultiviert. Durch Zusatz von 10 µg/ml des Spindelgiftes Colcemid (Colce-
mid, KaryoMAX Colcemid Solution, Gibco BRL, 15210-016) wurden die Zellen im Zell-
zyklus im Metaphasestadium arretiert. Je nach Zelllinie variierte die Inkubationszeit mit 
Colcemid zwischen sechs und zwölf Stunden. Anschließend wurden die Zellen in ei-
nem Zentrifugationsschritt von 12 Minuten bei 1200 rpm (Umdrehungen pro Minute) 
pelletiert und in 10 ml 0,4%igem KCl (37°C) resuspendiert. KCl ist eine hypotone Lö-
sung, die bewirkte, dass die Zellmembran platzte. Nach einer Einwirkzeit von 15-20 
min und der erneuten Pelletierung folgten vier Fixierungsschritte mit einem Methanol-
Eisessig-Gemisch im Verhältnis 3:1. Schließlich wurde die Lösung über einem heißen 
Wasserbad auf Objektträger getropft, in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 90%, 
100%) dehydriert und im Ofen bei 37°C zwei Tage gealtert. Um die Präparate aufzu-
bewahren, wurden sie luftdicht bei -80°C eingefroren. 
Die Behandlung der Primärzellen erfolgte nach dem gleichen Prinzip, allerdings wur-
den die Zellen meistens in sechs Schritten fixiert. 
3.3 FISH-Analyse 
Die für die FISH-Analyse genutzten Sonden können entweder durch die DOP-PCR 
(siehe Kapitel 3.4.1) oder unter Verwendung einer Nick-Translation markiert werden. 
Bei der Nick-Translation setzt das Enzym DNAse I beliebige Einzelstrangbrüche 
(Nicks). Ein zweites Enzym, die DNA-Polymerase, synthetisiert einen neuen Strang, 
wobei Haptene oder direkt markierte Nukleotide eingebaut werden. 
Bei den Markierungsreaktionen unterscheidet man die direkte und die indirekte Markie-
rung. 
Direkte Markierung: An Nukleotide (meistens dUTP) gekoppelte Fluoreszenzfarbstof-
fe werden durch die Markierungsreaktion in die Sonden-DNA eingebaut. 
Indirekte Markierung: Hier werden an dUTP-gekoppelte Haptene (z.B. Biotin oder 
Digoxin) in die DNA eingebaut. Da diese Haptene nicht fluoreszieren, folgt nach der 
Hybridisierung eine Detektion mit fluoreszenzkonjugierten Antikörpern, welche an die 
Haptene binden. 
Um zwei Bruchpunkte der Zelllinien MM.1S und ANBL-6 genauer zu klassifizieren, 
wurden vier ausgewählte BAC-Sonden hergestellt und mittels FISH-Analyse auf die 
Metaphasen-Präparate (Herstellung siehe Kapitel 3.2) hybridisiert und ausgewertet.  
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3.3.1 Vorbereitung der Probe  
Für die Bruchpunktanalyse wurden die BACs RP11-16I17, RP11-10L11, RP11-80B16 
und RP11-62D23 (RZPD, Ressource Center/Primary Database, Berlin, Germany) und 
die Telomersonden 8pter, 9pter, 4qter und 13qter anhand von DOP-PCR (Degenerate 
Oligonucleotide Primed Polymerase Chain Reaction, siehe Kapitel 3.4.1) markiert. 
Für die FISH-Experimente wurden jeweils 0,2 µg der unterschiedlich markierten DNA 
mit 1/10 Volumen 3 M Natriumazetat (NaAc), 10 µg Lachssperma, 20 ng C0t-1 DNA 
(1/10 der Menge an DNA) versehen und mit der dreifachen Menge des Gesamtvolu-
mens an 100%igem Ethanol gefällt. Die C0t-1 DNA diente als Suppressor der repetiti-
ven Sequenzen und das Lachssperma (9,7 mg/ml) erleichterte durch seine hohe Kon-
zentration das Ausfallen der DNA. 
Die Fällung erfolgte für 30 Minuten bei -80°C. Danach wurden die Proben für 45 Minu-
ten bei 13000 rpm und 4°C in einer Heraeus-Kühlzentrifuge zentrifugiert. Der Über-
stand wurde verworfen und das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen. Nach 
Entfernen des Alkohols wurden die Pellets für 10 Minuten bei 37°C getrocknet. Hier 
war sehr darauf zu achten, dass keine Ethanolreste im Pellet zurückblieben, da diese 
das anschließende Präzipitieren erschweren würden. 
Nun wurde das Pellet in 10 µl Hybridisierungsmix (1/2 Volumen deionisiertes Forma-
mid, 20% Dextransulfat in 2xSSC, pH 7,0) aufgenommen und bei 37°C unter ständig 
leichtem Schütteln für 30 Minuten präzipitiert. 
Vor der Hybridisierung auf die Objektträger mit den Metaphasen der Zelllinien wurde 
das Probengemisch bei 80°C für 5 Minuten denaturiert und anschließend mindestens 
für eine Stunde bei 37°C prähybridisiert. Während dieser Zeit wurden die repetitiven 
Sequenzen der DNA-Sonde durch die C0t-1-DNA abgeblockt.  
3.3.2 Behandlung der Objektträger und Hybridisierung der Sonden  
Die Behandlung der Objektträger (OTs) gestaltete sich für FISH-, SKY- und CGH-
Analyse gleich und begann mit einem Untersuchen der Objektträger am Phasenkon-
trastmikroskop, um die Qualität der Chromosomen zu beurteilen. Für die SKY- und 
CGH-Technik war es besonders wichtig, Hybridisierungsareale mit ca. 20 gut gesprei-
teten Metaphasen auszuwählen, die nur wenige Zytoplasmareste aufwiesen. Die Vor-
behandlung der Metaphasen umfasste einen RNAse-Verdau zum Entfernen von RNA, 
die RNA-DNA-Bindungen hervorrufen und Hintergrund erzeugen kann, sowie eine In-
kubation in einer Pepsinlösung (0,01 M HCl, pH 2,0, 3 bis 7 mg/ml Pepsin) bei 37°C 
zur Entfernung der Zytoplasmareste (Standardprotokolle). Der Erfolg dieser Vorbe-
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handlung der Metaphasechromosomen wurde am Phasenkontrastmikroskop geprüft. 
Falls das Zytoplasma noch nicht vollständig verdaut war, wurde die Pepsinbehandlung 
wiederholt.  
Die Denaturierung der Chromosomen-DNA erfolgte bei 75°C für 1,5 Minuten in 70% 
Formamid/2x SSC, pH 7,0. Die einzelsträngige DNA wurde für 3 Minuten in eiskaltem 
70%igen Ethanol fixiert und dann in 90%- und 100%igem Ethanol dehydriert. Das de-
naturierte Probengemisch (siehe Kapitel 3.3.1) wurde anschließend auf die luftgetrock-
neten Metaphasepräparate aufgetragen und mit einem Deckglas und Fixogum luftdicht 
versiegelt. Die Hybridisierung erfolgte bei der FISH-Analyse für 24 Stunden und bei der 
SKY- und CGH-Analyse für 48 Stunden. 
3.3.3 Detektion und Auswertung der FISH-Experimente 
Nach der Hybridisierung wurden die Objektträger für 3x5 Minuten bei 45°C in FA/SSC 
(50% Formamid in 2x SSC, pH 7,0) gewaschen. Darauf folgten 3x5 Minuten waschen 
bei 60°C in 0,1 x SSC (für CGH und FISH) bzw. bei 45°C in 1 x SSC für SKY. 
Die Stringenz der Waschlösungen hängt dabei von der Salzkonzentration, der Tempe-
ratur und dem Formamidgehalt ab. Eine Waschlösung wird stringenter, je höher For-
mamidkonzentration und Temperatur und je geringer der Salzgehalt ist. Die Waschbe-
dingungen müssen deshalb höher als die Hybridisierungsbedingungen sein, um un-
spezifische Hybridisierungen zu entfernen und nur die nahezu 100% perfekt gepaarten 
Bindungen zurückzulassen. Wäscht man hingegen zu stringent, kann das zum Verlust 
des Hybridisierungssignals führen. 
Folgen Detektionen mit Antikörpern, ist es notwendig, die unspezifischen Bindungsstel-
len für die Antikörper abzublocken. Dies erfolgte durch die Blockierung mit 3% BSA 
(Bovine Serum Albumin) in 4x SSC/0,1% Tween 20 für 30 Minuten bei 37°C. Danach 
wurden die Objektträger kurz in 4xSSC/Tween 20 equilibriert und mit der ersten Anti-
körper- bzw. Avidin-Lösung für 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Antikörperlösungen 
für SKY und CGH sind ausführlich in Absatz 3.4.3 und 3.5 dargestellt. 
Zwischen den Antikörperschichten und nach der letzten Inkubation folgten jeweils 
Waschschritte mit 3x5 Minuten 4xSSC/Tween. Die Gegenfärbung der Zellkerne und 
Metaphasechromosomen erfolgte mit 1µg/100 ml DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylendol) 
in 2xSSC für 10 Minuten. Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI interkaliert in die DNA. Diese 
Gegenfärbung ermöglicht die Darstellung von Chromosomenbanden, vegleichbar mit 
den G-Banden nach Giemsa-Färbung, im invertierten DAPI-Bild (siehe z.B. Abbildung 
7 A). 
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Nach der Färbung wurden die Präparate für 5 Minuten in destilliertem Wasser gewa-
schen, in einer Alkoholreihe dehydriert, luftgetrocknet und mit 32 µl Antifade versehen. 
Das selbst hergestellte Antifade bestand aus 1 mg/ml Phenylendiamin pH 8,0 und 80% 
Glycerol in PBS und verhinderte das Ausbleichen der Objektträger während der Analy-
se am Fluoreszenzmikroskop. Die Herstellung des Antifades ist in Kapitel 4.1 genau 
erläutert. Die Aufbewahrung der Präparate erfolgte bei 4°C im Dunkeln. 
Pro Experiment (markierte BAC-Sonde) wurden ca. 10-20 Metaphasen unter Nutzung 
der FISH-Software CW4000, Version V1.2 (Leica, Cambridge, UK) aufgenommen und 
ausgewertet. Zur Messung der Emissionsintensitäten der Farbstoffe DAPI-, FITC-, 
Cy5.5-, Cy5-, TRITC (Tetramethylhodaminisothiozyanat)- und TMR (Tetramethylrho-
damin) waren im Mikroskop spezifische Bandpassfilter eingesetzt. 
3.4 SKY-Analyse 
Zur Analyse von Chromosomentranslokationen wurden die 24 humanen Chromoso-
men unter Nutzung der DOP-PCR markiert und auf die Metaphase-Präparate (Herstel-
lung siehe Kapitel 3.2) der Zelllinien MM.1S, INA-6, ANBL-6 und NCI-H929 hybridisiert.  
3.4.1 DOP-PCR-Reaktionen zur Amplifizierung der einzelnen 
Chromosomen 
Durch hochauflösende Flow-Sortierung von Chromosomensuspensionen wurden je 
etwa 500 Chromosomen 1-22, X und Y in Eppendorf-Röhrchen gebracht (Prof. Dr. 
Malcolm Ferguson-Smith, Department of Clinical Veterinary Medicine Centre for Vet-
erinary Science, Cytogenetics Group Madingley Road, Cambridge, United Kingdom). 
Diese Suspension wurde in mehreren Schritten mittels DOP-PCR amplifiziert (Schröck, 
E., Garini, Y., Köhler, M., Ried, T. (1999) Spectral karyotyping in clinical and tumor 
cytogenetics. In: Diagnostic Cytogenetics, Wegner R., Springer Verlag). Dafür wurde 
ein degenerierter Primer eingesetzt, der etwa alle 300-3000 bp an genomische DNA 
bindet (Telenius et al., 1992). Ich habe für diese Amplifikationen die PCR-Maschine 
PTC 100 der Firma MJ Research verwendet. 
3.4.2 Markierung der Chromosomen 
Die unter 3.4.1 erwähnte DOP-PCR wurde auch für die Markierung der Chromoso-
menproben eingesetzt.  
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Um alle 24 menschlichen Chromosomen mit verschiedenen Farbkombinationen dar-
stellen zu können, wurden direkte Markierung (drei Fluoreszenzfarbstoffe) und indirek-
te Markierung (zwei Haptene) kombiniert. Die direkte Markierung hat den Vorteil, dass 
kaum Hintergrundfluoreszenz auftritt, da keine zusätzliche Verstärkung der Signale 
erfolgt. Jedoch ist der enzymatische Einbau der relativ großen Fluoreszenzmoleküle 
(Rhodamin 110, Tamra und Texas Red) aus sterischen Gründen weniger effizient. Bei 
der indirekten Markierung hingegen ist eine hohe Einbaurate der kleinen Moleküle (Bio-
tin oder Digoxin) gewährleistet. Die Ergebnisse aller PCR-Reaktionen wurden mittels 
Gelelektrophorese geprüft.   
In Tabelle 4 ist das Markierungsschema für die 24 menschlichen Chromosomen dar-
gestellt.  
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Tabelle 4: Markierungsschema für die 24 menschlichen Chromosomen.  
Chromoso-
men 
Tamra/ 
Spectrum 
Orange 
Texas Red Biotin 
Rhodamin-
110 
Digoxin 
1 +    + 
2     + 
3   + + + 
4  + +   
5 + +  + + 
6  +   + 
7   + +  
8    +  
9 +   + + 
10   +  + 
11 +     
12  + + + + 
13 +   +  
14  +    
15 + + +   
16  + + +  
17   +   
18 + +  +  
19 +  +   
20 +  + +  
21    + + 
22 + + +  + 
X  +  +  
Y +  + + + 
Nachdem die PCR-Reaktion beendet war, wurden pro Chromosom jeweils 3 µl der 
Reaktion auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen, um die Fragmentgröße und die Kon-
zentration der DNA zu kontrollieren.  
3.4.3 Hybridisierung, Detektion und Auswertung der SKY-Experimente 
Die Fällung der PCR-Produkte, die Hybridisierung des SKY-Cocktails und die Detekti-
on folgten einem Standardprotokoll (Schröck et al., 1999, siehe oben). Die prinzipiellen 
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Schritte sind mit denen der Fluoreszenz- in situ-Hybridisierung (siehe Kapitel 3.3) ver-
gleichbar. Die Detektion erfolgte in zwei Schritten:  
1. Avidin-Cy5 (bindet an Biotin) und Maus anti-Digoxin (bindet an Digoxin) 
2. Cy5.5 Schaf anti-Maus (bindet an Maus anti-Digoxin) 
Für die Bildaufnahme und -auswertung wurde das SKY-System der Firma ASI (Applied 
Spectral Imaging Inc., Migdal Ha’Emek, Israel) eingesetzt. Die Aufnahmen erfolgten an 
einem Epifluoreszenzmikroskop (Leica Microsystems DM RXA, Wetzlar, Deutschland), 
welches mit einer 75W Xenonlampe (Osram-Zeiss), einem 63x Ölimmersionsobjektiv 
(Leica) und einem speziell entwickelten SKY-Filter (v. 3.0, Chroma Technology Corpo-
ration, Brattleboro, VT) ausgestattet war. Für die Aufnahmen der Spektralinformationen 
und des DAPI-Bildes wurde das Software-Paket SpectraView, Version 1.6.2, verwen-
det. Zuerst erfolgte die Aufnahme des Spektralbildes und im Anschluss daran die Auf-
nahme des DAPI-Bildes. Die Analyse von 20 bis 25 Metaphasen pro Zelllinie wurde mit 
Hilfe der SkyView™-Software, Version 1.6.2 (Applied Spectral Imaging Inc, Migdal 
Ha’Emek, Israel) durchgeführt. 
3.5 Konventionelle CGH-Analyse 
Die konventionelle CGH-Analyse wurde verwendet, um Gewinne und Verluste des Ge-
noms der Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-6 im Vergleich zu normaler Kontroll-DNA 
zu detektieren. Die DNA wurde nach Standardprotokollen unter Verwendung von Phe-
nol und Chloroform extrahiert, gelöst in TE-Puffer aufbewahrt, unter Verwendung der 
Nick-Translation markiert und auf normale Metaphasen-Objektträger hybridisiert.  
3.5.1 Hybridisierung, Detektion und Auswertung der CGH-Experimente 
Die Fällung erfolgte ähnlich wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben, allerdings wurden bei der 
CGH-Analyse Zelllinien (Tumor)-DNA und Kontroll-DNA zusammen gefällt. Hybridisie-
rung und Detektion sind in Kapitel 3.3.3 erläutert. Im Folgenden sind die einzelnen An-
tikörper dargestellt. Es handelte sich um drei Antikörperschichten, die nacheinander 
auf die Präparate aufgetragen wurden. 
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 Tumor-DNA Kontroll-DNA 
Markierung Biotin Digoxin 
1. Nachweisreaktion Avidin-FITC Anti-Digoxin (Maus) 
2. Nachweisreaktion Biotinyliertes Anti-Avidin 
Anti-Maus-Texas Red 
(Kaninchen) 
3. Nachweisreaktion Avidin-FITC Anti-Kaninchen-TR (Esel) 
Die Aufnahme von ca. 12 bis 15 Metaphasen pro Zelllinie fand am gleichen System 
statt wie die FISH-Analyse (siehe Abschnitt 3.3.3). Hier wurden die FITC (grüne Fluo-
reszenz)- und Texas Red (rote Fluoreszenz)-Emissionen bestimmt und die Verhältnis-
se FITC/Texas Red berechnet. Für die mathematische Bearbeitung der gemessenen 
Fluoreszenzintensitäten, also die Subtraktion des Hintergrundes, die Normalisierung 
und die Berechnung der Verhältniswerte zwischen Tumor- und Kontroll-DNA wurde die 
Computersoftware QCGH (Leica, Cambridge, UK) eingesetzt. Die Segmentierung und 
Klassifizierung der Chromosomen erfolgte manuell. Bei Chromosomen, die eine gelbe 
Fluoreszenz zeigten, waren Tumor- und Kontroll-DNA in gleichem Verhältnis vorhan-
den. Überwiegende FITC-Fluoreszenz der Chromosomen bedeutete Gewinn und Te-
xas Red-Überschuss (rote Fluoreszenz) deutete auf einen Verlust von Tumor- zu Kon-
troll-DNA hin. Die Grenze für einen Gewinn von Tumor-DNA stellte der log2 (Logarith-
mus zur Basis 2)-Wert +1,2 dar. Eine Amplifikation lag beim diploiden Chromosomen-
satz vor, wenn der log2-Wert größer als 2 betrug, d.h. ein ganzes Chromosom dreimal 
anstatt zweimal vorhanden war. Bei einem log2-Wert kleiner als 0,8 lag eine Deletion 
vor. Handelt es sich um triploide oder tetraploide Chromosomensätze, verschieben 
sich die Grenzen für Deletionen bzw. Amplifikationen, da sich auch die Verhältniswerte 
der Chromosomen zueinander ändern. Die Verhältniswerte wurden graphisch als 
Chromosomenprofile in einem Karyogramm (Darstellung der Segmentierung und Klas-
sifizierung der 24 menschlichen Chromosomen) angegeben.  
3.6 Array-CGH-Analyse 
Die Array-CGH-Analyse wurde für die Detektion von kleineren Gewinnen und Verlusten 
(Auflösung 0,6- 1Mb) der Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-6 und von 32 Patienten 
verwendet. Die isolierte DNA (siehe Kapitel 3.5) der Zelllinien wurde hierfür unter Ver-
wendung des Random-Primings (siehe Kapitel 3.6.1) markiert.  
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Bei der Analyse der primären Tumorzellen war die Ausgangsmenge an DNA limitiert 
und für einen Einsatz ohne Amplifikation nicht ausreichend. Die von Klein et al. entwi-
ckelte Ligations-PCR (Klein et al., 1999b) erwies sich in hier nicht dokumentierten Vor-
versuchen als beste Option für eine genomweite Amplifikation der Tumor-DNA. Hier 
wurden die Patientenzellen mit einem Proteinase K-Verdau und MseI-Verdau behan-
delt und die so erhaltene DNA in einer primären PCR-Reaktion amplifiziert. Die für die 
hochauflösende Arrray-CGH-Analyse verwendeten Chips (Glas-Objektträger) wurden 
in Kooperation zwischen Prof. Dr. Gerrit Meijer und Dr. Bauke Ylstra (Vrije Universiteit 
Amsterdam) und Dipl.-Biol. Anja Matthäi und Prof. Dr. Evelin Schröck (Technische Uni-
versität Dresden) entwickelt. Das Scannen und die Auswertung der Daten fanden nach 
den in unserem Labor etablierten Verfahren statt.   
3.6.1 Markierung der Zelllinien-DNA (Random Priming) 
Die DNA der Zelllinien wurde mittels Random Priming (BioPrime Plus ArrayCGH Ge-
nomic Labeling Module) markiert. Bei dieser Reaktion binden Oktamere, so genannte 
Random Primer (nach Zufallskriterien ausgewählt), die aus acht Nukleotiden bestehen, 
an die denaturierte Ziel-DNA und stellen so die Startstellen für das Enzym dar. Das 
Andocken/Annealing der Primer ist an vielen Orten (Loci) der DNA möglich und be-
dingt, dass die dazwischenliegenden Sequenzen amplifiziert werden, wenn diese Pri-
mingorte sich in einer Entfernung von bis zu 5 kb befinden. An vielen Stellen des Ge-
noms befinden sich perfekte und imperfekte invertierte Sequenzwiederholungen, die 
auch eine nicht perfekte Paarung von Primer und Ausgangs-DNA ermöglichen. Das 
führt zu einer exponentiellen Amplifikation der eingesetzten DNA. Durch die Exo-
nuklease-Aktivität der Klenow-Polymerase wird der Einzelstrang zwischen den beiden 
Primern aufgefüllt. Hierbei wurden direkt markierte Cy5-dUTP- (Referenz-DNA) und 
Cy3-dUTP (Tumor-DNA)-Nukleotide hinzugefügt.  
Als Referenz-DNA diente ein Pool an DNA gesunder Kontrollpersonen eines Ge-
schlechts. Um eine interne Kontrolle des Chips zu erhalten, ist es empfehlenswert, 
einen Sex-Mismatch durchzuführen, d.h. man sollte für die Kontroll-DNA ein anderes 
Geschlecht als das der Tumor-DNA wählen. So kann man anhand des X-Chromosoms 
erkennen (sollte einen Verlust bei männlicher Tumor-DNA und weiblicher Kontroll-DNA 
anzeigen und einen Gewinn bei weiblicher Tumor-DNA und männlicher Kontroll-DNA), 
wie die Qualität der Hybridisierung war.  
Der Vorteil des Random-Primings besteht darin, dass geringe Mengen an DNA in die 
Reaktion eingesetzt und amplifiziert werden und die Markierung gleichzeitig stattfindet. 
Zunächst wurde zu jeweils 300 ng Kontroll- bzw. Tumor-DNA 1x Random Primer-
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Lösung gegeben, auf 42 µl mit destilliertem Wasser aufgefüllt und bei 100°C für 10 
Minuten denaturiert. Alle Reaktionen für das Random-Priming wurden in der PCR-
Maschine MJ Research PTC 200 durchgeführt. 
Danach wurden die Proben sofort für 2 Minuten auf Eis gestellt und 5 µl des Nukleotid- 
Mixes (je 2 mM dATP, dGTP, dCTP und 0,5 mM dTTP, 1 M Tris HCl pH 7,6, 0,5 M 
EDTA pH 8), 2 µl Cy3-dUTP für die Tumor-DNA und 2 µl Cy5-dUTP für die Kontrolle 
und letztendlich 1 µl Klenow Fragment der DNA Polymerase I (40 U/µl) hinzugefügt. 
Nach einer Inkubation bei 37°C über Nacht wurde 5 µl Stop-Lösung zugegeben, um 
die Reaktion des Enzyms zu beenden.  
3.6.2 Markierung der Patienten-DNA (Ligations-PCR) 
Die Ligations-PCR nach Klein et al. (Klein et al., 1999a) wurde speziell für die Einzel-
zell-Analyse entwickelt. Diese Methode ermöglicht eine besonders gleichmäßige 
Amplifikation von sehr geringen Mengen an DNA. Das Ligations-PCR-Protokoll glieder-
te sich in fünf Teile: Proteinase K-Verdau, MseI-Verdau, Preannealing, Ligation und die 
primäre PCR. Für den Proteinase-K-Verdau wurde zum Zellpellet direkt OPA (One 
Phor All)-Puffer, 10% Tween, 10% Igepal, 10 mg/ml und Proteinase K pipettiert und in 
der PCR-Maschine PTC-100 von Perkin-Elmer für 10 h bei 42°C behandelt. Proteinase 
K verdaut die Proteine und somit die Zellmembran, so dass die darin enthaltene DNA 
zugängig wird. Durch den MseI-Verdau wird die DNA in 100 bis 1.500 bp lange Ab-
schnitte geteilt. Somit erreichte man eine besonders gleichmäßige Fragmentierung der 
DNA. Die anschließende Inaktivierung erfolgte bei 80°C für 10 min. 
Der MseI-Verdau fand bei 37°C für 3 h unter Zugabe des MseI-Enzyms (50000U) statt. 
Das MseI-Enzym lieferte einen TA-Überhang an der doppelsträngigen DNA. Die Primer 
der Ligations-PCR konnten daran schon vor der eigentlichen Ligation in der Preannea-
ling-Reaktion anlagern. Die anschließende Ligation fand über Nacht bei 15°C nach 
Zugabe des Ligase-Enzyms statt. Mit der primären PCR (Tabelle 5) wurde die frag-
mentierte und an die Primer ligierte DNA aufgefüllt und die Ligations-PCR war somit 
abgeschlossen. 
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Tabelle 5: Primäre PCR 
 
Temperatur Zeit 
Füllreaktion 68°C 3min 
94°C 40sec 
57°C 30sec 
1. PCR-Zyklus 
15x 
68°C 1min 30sec +1sec/Z 
94°C 40sec 
57°C +1°C/Z 30sec 
2. PCR-Zyklus 
9x 
68°C 1min 45sec +1sec/Z 
94°C 40sec 
65°C 30sec 
3. PCR-Zyklus 
23x 
68°C 1min 53sec +1sec/Z 
68°C 3min 40sec Endreaktion 
4°C ∞ 
Nach der Ligations-PCR wurden die Proben in einer PCR-Reaktion (Stoecklein et al., 
2002) markiert. In dieser PCR-Reaktion wurden die Tumor-DNA mit Cy3-dUTP- und 
Cy3-dCTP-Molekülen und die Kontroll-DNA mit Cy5-dUTP- und Cy5-dCTP-Molekülen 
versehen. Anschließend folgte die Aufreinigung und Fällung der Proben wie in Kapitel 
3.6.3 beschrieben. 
3.6.3 Aufreinigung der Proben und Fällung 
Die DNA für die Array-CGH-Analyse soll eine hohe Qualität aufweisen, um möglichst 
wenig Streuung der normalen Verhältniswerte zwischen Tumor- und Kontroll-DNA zu 
erreichen. Deshalb wurden nach der Markierung der Tumor- und Kontroll-DNA die 
nicht eingebauten Nukleotide über Säulen (ProbeQuant G-50 Mikro-Säulen, Amers-
ham, Piscataway, NJ, USA) entfernt. Die Säulen enthalten Sephadex (G50 DNA Gra-
de) und sind in 150 mM STE-Puffer equilibriert. Zunächst wurden die Säulen allein bei 
735xg für 1 Minute in der Mikrozentrifuge zentrifugiert, um das Sephadex-Bett mit dem 
STE-Puffer zu waschen. Anschließend wurde jede markierte Probe auf eine Säule ge-
geben und bei 735g für 2 Minuten zentrifugiert. Im Eluat war die markierte DNA enthal-
ten. 
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Für die Fällung wurden 50 µl der markierten Tumor- mit 50 µl der markierten Kontroll-
DNA und 100 µg C0t-1 DNA versehen. Hinzugefügt wurden 550 µl 100% Ethanol (2,5x 
Volumen) und 20 µl NaAc pH 5,2 (0,1xVolumen) und es wurde über Nacht bei -20°C 
gefällt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt für 60 Minuten bei 13000 rpm und 4°C in der 
Heraeus-Kühlzentrifuge. Das Pellet wurde mit 500 µl 70%igem Ethanol gewaschen 
und getrocknet. Danach wurde das Pellet in 4% SDS und Wasser gelöst, mindestens 
für 30 Minuten bei 37°C und 350 rpm im Thermomixer geschüttelt und schließlich in 91 
µl Mastermix (ULTRAhyb®Ultrasensitive Hybridization Buffer, Ambion, Cambridgeshire, 
UK) aufgenommen. Nach weiterem Lösen der Probe bei 37°C für 60 Minuten und der 
Denaturierung bei 73°C für 10-15 Minuten erfolgte die Prähybridisierung für das Blo-
cken der repetitiven Sequenzen für eine Stunde bei 37°C. 
3.6.4 Vorbehandlung der Array-CGH-Chips 
Bei den eingesetzten Arrays handelte es sich um BAC-Chips mit 4.500 Spots (festge-
legte Positionen aufgebrachter immobilisierter DNA), die genomweite CGH-Analysen 
mit einer Auflösung von 0,6-1 Mb erlauben. Die BAC-DNA ist jeweils als Triplikat auf 
spezielle Objektträger (Codelink Activated Slides, Amersham Biosciences) mit einem 
Roboter (Perkin Elmer Spot Array 72) gespottet. Die Objektträger sind mit einer drei-
dimensionalen Oberfläche beschichtet, die aus einem langkettigen hydrophilen Poly-
mer mit amino-reaktiven Gruppen besteht. Das Polymer ist mit sich selbst und der Ob-
erfläche des Objektträgers verbunden, es fixiert die aufgebrachte DNA und hält diese 
für die Hybridisierung zugängig. 
Vor der Hybridisierung wurde die BAC-DNA auf den Objektträgern mittels Blockierlö-
sung (0,1 M Tris, 50 mM Ethanolamin, pH 9,0) für 15 Minuten bei 50°C behandelt, um 
unspezifische Bindungsstellen, die bei der Hybridisierung ungewünschte Signale ge-
ben könnten, abzublocken. Es folgte eine kurze Equilibrierung in MilliQ Wasser mit 
einer anschließenden Inkubation von 15 bis höchstens 60 Minuten bei 50°C in 
4xSSC/0,1% SDS. Nach kurzem Waschen mit MilliQ Wasser wurden die Slides bei 
1000rpm für 3 Minuten zentrifugiert. Die getrockneten Slides können bei Raumtempe-
ratur an einem staubgeschützen Ort bis zu drei Tage lang gelagert werden.  
Kurz vor der Prähybridisierung wurden die Präparate in einem Wasserbad für 2 Minu-
ten gekocht, um die BAC-DNA auf den Chips zu denaturieren, anschließend in MilliQ 
Wasser bei Raumtemperatur gewaschen und durch 3 minütige Zentrifugation bei 3000 
rpm getrocknet. 
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3.6.5 Prähybridisierung und Hybridisierung 
Im Gegensatz zur konventionellen CGH-Methode erfolgte bei der Array-CGH-Analyse 
die Prähybridisierung mit Lachssperma getrennt von der Hybridisierung mit der Pro-
ben-DNA, um unspezifischen Hintergrund auf dem Array zu blocken. Hierfür wurden 
pro Präparat 650 µg Lachssperma (10 mg/ml) mit 2 Volumen 100%igem Ethanol, 0,1 
Volumen 3 M NaAc pH 5,2 gefällt und für mindestens 2 Minuten bei 13000 rpm zentri-
fugiert, nochmals mit 70%igem Ethanol gewaschen und für eine Stunde in Mastermix 
(siehe 3.6.3) gelöst. 
Nun wurden die Präparate in das Hybridisierungssystem „Perkin Elmer HybArray 12“ 
eingelegt, mit dem gelösten Lachssperma versehen und bei Raumtemperatur für 45 
Minuten prähybridisiert. Anschließend wurden die Slides in MilliQ Wasser gewaschen 
und bei 1000 rpm für 3 Minuten getrocknet. 
Die Objektträger wurden mit dem Probengemisch versehen und für 48h bei 37°C im 
Arrayer hybridisiert. Im Arrayer befinden sich die Glasobjektträger in speziellen Kam-
mern. Durch eine Pumpe und das Erzeugen von Vakuum zirkuliert die Hybridisierungs-
lösung fortlaufend über den Objektträger und eine gleichmäßige Verteilung der Probe 
ist gewährleistet. Nach Beenden des Hybridisierungsvorganges wurden die Objektträ-
ger per Hand nach einem Waschprotokoll von Zielinski et al. (Zielinski et al., 2005) ge-
waschen und zum Abschluss getrocknet. 
3.6.6  Auswertung der Array-CGH-Analyse 
Nach der Hybridisierung liegen die Tumor-DNA markiert mit Cy3 und die Kontroll-DNA 
markiert mit Cy5 in einem bestimmten Verhältnis auf jedem Spot der BAC-Chips vor. 
Dieses Verhältnis der gebundenen DNAs widerspiegelt die Kopienzahl der DNA in den 
Tumorzellen im Vergleich zur Kontroll-DNA. Zur Messung der Cy3- und Cy5-
Fluoreszenzintensitäten wurde ein konfokales Lasersystem (Array Scanner 428TM, Af-
fymetrix, Santa Clara, CA, USA) benutzt. Unter Nutzung der Software „ImaGene“ (Bio-
Discovery, El Segundo, CA) wurden die gescannten Cy3- und Cy5-Bilder übereinan-
dergelagert. Die Segmentierung der Spots wurde variiert, um bestimmte vorgegebene 
Eigenschaften zu erfüllen. Spots mit viel Hintergrund, ungleichmäßiger Hybridisierung 
oder zu geringen Signalen, wurden von einer weiteren Auswertung ausgeschlossen. 
Die Voraussetzung für einen Spot mit guter Qualität war eine gleichmäßige Hybridisie-
rung über das Hybridisierungsareal. Die Rohwerte wurden als Graph in einem so ge-
nannten „Scatter Plot“ dargestellt, welcher das Verhältnis der Cy5- zu den Cy3-Werten 
zeigte. Hier wurde analysiert, ob Cy3- und Cy5-Signale mit gleicher Intensität hybridi-
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siert haben. Weiterhin wurde eine Text-Datei mit Zahlenwerten generiert, in der die 
Rohwerte der Fluoreszenzintensitäten den gespotteten BACs zugeordnet wurden. Es 
folgte eine globale Korrektur der Cy3-Werte intensitätsabhängig zu den Cy5-Werten. 
Weiterhin wurden regionale Abweichungen von 1,0 auf dem Chip ausgeglichen. Auf-
grund der Spot-Anordnung in Triplikaten wurden acht senkrecht untereinander befindli-
che Spots zusammen korrigiert und auf den Wert 1,0 normiert (Gleitender Median, Mo-
ving Median). Da es sich um einen 65 Bit-Scanner handelte, wurden Intensitätswerte 
zwischen 0 bis 65.535 erzeugt. Die in Triplikaten vorliegenden Werte wurden zusam-
mengefasst und Intensitätswerte kleiner als 2000 wurden verworfen. Schließlich wur-
den die logarithmierten Verhältniswerte graphisch über das gesamte Genom darge-
stellt. 
Da es sich bei den Zelllinien um einen anderen Satz von Array-Chips als bei den Pati-
enten handelte, entschieden wir uns dafür, die Array-CGH-Analysen der Zelllinien an-
hand des Programms „ArrayCyGHt“ auszuwerten, welches online erhältlich ist 
(http://genomics.catholic.ac.kr/arrayCGH/). Dabei wurden die Rohwerte nach der Ana-
lyse durch „ImaGene“ (siehe oben) in eine Tabelle übertragen und diese in das Pro-
gramm geladen. Die logarithmierten Werte wurden ebenfalls graphisch dargestellt. 
Als Grenze für einen Gewinn wurde der log2-Wert von 0,2 festgesetzt, eine Amplifikati-
on wurde bei einem log2-Wert detektiert, der größer als 0,3 war. Als Grenze für einen 
Verlust galt ein log2-Wert, der kleiner als -0,2 war, bei einer Deletion war der log2-Wert 
kleiner als -0,3. Die Grenzen für diese Werte ergaben sich durch die Bestimmung der 
Mittelwerte von Chromosom X bei Gewinn oder Verlust. Durch den Sex-Mismatch er-
gab sich bei einer männlichen Probe eine Deletion von X, bei einer weiblichen Probe 
lag eine Amplifikation von X vor. Die darauf folgende Clusteranalyse erfolgte durch 
Verwendung des Programms‚ Genesis’ nach (Sturn et al., 2002). 
3.7 Expressionsanalyse der Zelllinien 
Nach Kultivierung der Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-6 wie in Kapitel 3.1.1 be-
schrieben, wurden die Expressionsanalysen nach Lentzsch et al. (ASH 2003 (Suppl. 
der Zeitschr. Blood)) und Janz et al. (DGHO 2005 (Suppl. der Zeitschr. Onkologie)) von 
Dr. Manik Chatterjee (Arbeitsgruppe Dr. Ralf Bargou, Medizinische Klinik und Poliklinik 
II, Julius-Maximilians-Universität Würzburg) durchgeführt. 
Die Auswertung der gescannten Daten erfolgte an unserem Institut durch die online 
erhältliche Software „RMAExpress“ nach Bolstad (Bolstad et al., 2003) und mit der Un-
terstützung von Dr. Alexander Herr (Institut für Klinische Genetik, TU Dresden). Wegen 
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der Einzelkanalauswertung nach Affymetrix war es notwendig, absolute Chip-Werte in 
relative Werte umzuschreiben. Im Gegensatz zu diskreten Veränderungen im DNA-
Profil erfolgen die Veränderungen im RNA-Profil kontinuierlich über einen großen Wer-
tebereich. Um das RNA-Profil mit dem DNA-Profil kompatibel zu machen, wurden die 
absoluten Intensitätswerte des Chips durch Ermittlung des Verhältnisses der Werte der 
Zelllinien zu den Werten von Normalgewebe konvertiert. Daten von Zellen aus gesun-
dem Knochenmark wurden als Normalgewebe verwendet und 15 Knochenmark-
Datensätze, die online verfügbar waren (http://lambertlab.uams.edu/software/), als vir-
tueller Referenz-Standard herangezogen.  
Pro Zelllinie wurden 4556 Gene von ca. 10.000 Genen insgesamt als exprimiert detek-
tiert. Die Verhältnisse von Tumor- zu Normalgewebe wurden zur Basis 2 logarithmiert 
und die Expressionswerte der Gene entsprechend ihrer Lokalisierung im Genom ge-
ordnet. Individuelle Schwankungen der Genaktivität wurden durch Ermittlung des loka-
len Mittelwertes über 25 benachbarte Gene geglättet. Als Ergebnis entstanden Expres-
sionsprofile ähnlich der Array-CGH-Analyse für jedes einzelne Chromosom über das 
gesamte Genom. Bei einer Evaluierung des Mittelwertes über 25 Gene ist der Wert der 
Gendosis proportional zur Kopienzahl. Dabei galt als Grenze für ein nicht exprimiertes 
Gen der Wert -0,5, als Grenze für ein überexprimiertes Gen wurde der Wert +0,5 fest-
gesetzt, welches jeweils dem Wert für eine Kopie im Genom entspricht.  
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4 Ergebnisse 
Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Arbeit vorgestellt. Zunächst wurden 
Zellkulturversuche der Zelllinie INA-6 mit Stromazellen durchgeführt, um deren Prolife-
rationsverhalten zu untersuchen. Weiterhin wurden die MM-Zelllinien MM.1S, INA-6, 
ANBL-6 und NCI-H929 unter Verwendung der SKY-Analyse zur Detektion von Trans-
lokationen untersucht. In einem dritten Versuch wurden CGH-, Array-CGH- und Ex-
pressionsanalysen der Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-6 erstellt, um Gewinne und 
Verluste auf DNA- und RNA-Ebene zu identifizieren. Zur Analyse von primären Zellen 
wurde Tumormaterial von 32 Patienten mit Hilfe der Array-CGH-Methode untersucht.  
4.1 Methodenoptimierung zur Herstellung eines geeigneten 
Antifades (Antibleich-Reagenz) 
Unser Ziel war es, die Analyse von Fluoreszenz-in situ-Hybridisierungsexperimenten 
durch Verwendung eines optimierten Antifades zu verbessern. Bei der Auswertung von 
FISH-Experimenten mit dem Fluoreszenzmikroskop werden die Präparate Belich-
tungszeiten von 10-200 Sekunden unter Nutzung einer 50 W bzw. 75 W Xenonlampe 
ausgesetzt. Um ein zu rasches Ausbleichen der Hybridisierungssignale zu verhindern, 
werden die Objektträger vorab mit einem Antibleich-Reagenz versehen, das zwischen 
Objektträger und Deckglas gegeben wird. Da das bisher von uns verwendete Antifade 
nicht die erwartete Wirkung zeigte, wollten wir herausfinden, ob wir ein besser geeigne-
tes Antifade herstellen können. Ich habe deshalb ein käufliches Antifade gegen selbst 
hergestellte Antibleich-Reagenzien getestet. Die selbst hergestellten Antifades setzten 
sich aus 1,4-Phenylendiamin (PDA, Sigma-Aldrich, München, Deutschland) und einem 
geeigneten Puffer zusammen. PDA ist extrem lichtempfindlich und toxisch und wird 
dazu verwendet, die Farbstärke zu intensivieren und zu konservieren. Als käuflich er-
hältliches Antifade wurde Vectashield® Mounting Medium (Vector, Burlingame, CA, 
USA) eingesetzt, welches alleine und in Kombination mit Diazabizyklo(2.2.2.9)-oktan 
(DABCO, Sigma-Aldrich, München, Deutschland) (1:1) getestet wurde. DABCO dient 
als Zusatz in Antifades, um freie Radikale abzufangen, die bei der Anregung von Fluo-
rochromen entstehen. Die Inhaltstoffe der Proben sind in Tabelle 6 dargestellt. Es wur-
den Tris-Puffer und Karbonat-Puffer in unterschiedlichen Konzentrationen verwendet, 
um festzustellen, welcher Puffer sich am besten zum Lösen eignete und den pH-Wert 
am stabilsten hielt. Um eine geeignete Oberflächenspannung zwischen Deckglas und 
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Objektträger herzustellen und ein Eindringen von Sauerstoff zu vermeiden, ist eine 
hohe Viskosität der Lösung notwendig. Die selbst hergestellten PDA-Lösungen wurden 
mit 90% Glycerol versetzt, Vectashield® Mounting Medium enthält 99,2% Glycerol.  
Es wurde die Wirksamkeit der einzelnen Antibleich-Reagenzien getestet, fluoreszenz-
markierte Objektträger bei Bestrahlung durch das Fluoreszenzmikroskop vor dem Aus-
bleichen zu schützen. Der Test wurde an Interphasezellkernen durchgeführt, auf die 
drei benachbart liegende BACs (lokalisiert auf 11q23) hybridisiert waren. Mittels Nick-
Translation wurden die BACs mit TAMRA-dUTP (TA), Texas Red-dUTP (TR) und Rho-
damin-dUTP (RHO) direkt und mit Biotin-dUTP und Digoxin-dUTP indirekt markiert. Die 
Detektion von Biotin erfolgte mit Avidin-Cy5-Konjugat (Cy5), Digoxin wurde mit Maus-
anti-Dig/Esel-anti-Maus-Cy5.5-Konjugat (Cy5.5) detektiert. Diese Fluoreszenzfarbstoffe 
werden für die FISH-basierten Analysen in unserem Labor eingesetzt. 
Jeweils 35 µl Antifade wurde auf die Präparate gegeben und die Objektträger wurden 
am Mikroskop unter einem geeigneten Filter für bis zu 5,5 Minuten lang belichtet. In 
Abständen von 30 Sekunden erfolgte die Bildaufnahme unter Nutzung der FISH-
Software CW4000, Version V1.2 (Leica, Cambridge, UK, siehe Abschnitt 3.3.3). 
Mittels des Rechenprogramms „Image J“, welches online erhältlich ist 
(http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html), wurden die Signale markiert und die Abnahme 
der Fluoreszenzintensitäten im Signalbereich ermittelt. Dabei wurde für das jeweils 
erste aufgenommene Hybridisierungssignal einer Serie die Fluoreszenzintensität von 
100% festgelegt. Die Fluoreszenzintensitäten der folgenden Bilder wurden als Diffe-
renz zur ersten Aufnahme prozentual berechnet. 
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Tabelle 6: Übersicht über die Eigenschaften der getesteten Antifade-Reagenzien. Die selbst 
hergestellten Antifade-Reagenzien (Lösungen A bis D) bestanden aus PDA (1,4-
Phenylendiamin) unterschiedlicher Konzentrationen (siehe mittlere Spalte) und Karbonat- bzw. 
Tris-Puffer. Lösung E bestand aus dem käuflich erhältlichen Vectashield®, welches 1:1 mit 
DABCO (Diazabizyklo(2.2.2.)-oktan) (35 mg/ml) versetzt wurde.  
Test-Antifade Gehalt PDA (mg/ml) Puffer 
A 10 0,5 M Karbonat-Puffer, pH 
8,0 
B 10 1 M Tris-Puffer, pH 8,0 
C50  
C100  
C200  
C300  
C400  
C500 
5  
10  
20  
30  
40  
50 
1 M Tris-Puffer, pH 8,0 
“ 
“ 
“ 
“ 
“ 
D 50 0,5 M Karbonat-Puffer, pH 
10,0 
E: DABCO : Vectashield® 
1:1  
unbekannt - 
Vectashield®  unbekannt - 
In Abbildung 6 sind die Fluoreszenzintensitäten der Farbstoffe unter Verwendung der 
einzelnen Antifades bei Belichtung gezeigt. Lösung C mit der höchsten PDA-
Konzentration von 50 mg/ml (C500) wies gegenüber den Lösungen mit niedrigerer 
PDA-Konzentration (C50-C400) die größte Effektivität für die Erhaltung der Fluores-
zenzintensitäten auf, weshalb in Abbildung 6 nur C500 dargestellt ist. Vecta steht für 
Vectashield®. Unter Verwendung von Lösung C500 oder Vectashield® wurde bei den 
Fluorochromen Cy5, TR, und TA nach 120 Sekunden Belichtungszeit nahezu kein 
Ausbleichen beobachtet, die Fluoreszenzintensität betrug 90-100%. Die Fluoreszenzin-
tensität von DAPI fiel mit Vectashield® nach 60 Sekunden auf 40%, mit C500 hingegen 
blieben 73% der Fluoreszenzintensität erhalten. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die 
Herstellung des Antifade-Reagenz C500 routinemäßig in den Laborablauf integriert. 
 
Ergebnisse   53
 
Abbildung 6: Darstellung der Fluoreszenzintensitäten (in %) der Fluorochrome gegen die Be-
lichtungszeit. Auf der X-Achse ist die Belichtungszeit des Präparates durch das Fluoreszenz-
mikroskop dargestellt. Alle 30 s (Sekunden) fand eine Bildaufnahme unter Nutzung des Fluo-
reszenzmikroskops statt. Die Y-Achse zeigt die Fluoreszenzintensität in % an. Die Fluoreszenz-
intensitäten der Hybridisierungssignale wurden anhand des Rechenprogramms „Image J“ ermit-
telt, wobei die gemessene Intensität des Signals bei der ersten Aufnahme (0 s) als 100% fest-
gelegt wurde. Mit ansteigenden Belichtungszeiten nahmen die Fluoreszenzintensitäten bezogen 
auf den Anfangswert ab. Die Antifade-Lösungen C500 und Vectashield® zeigten bei den Fluo-
rochromen TA, TR und Cy5 hohe Effektivität, bei DAPI hingegen war die Antibleich-Wirkung 
von C500 zweifach höher als die von Vectashield®.  
Da in vorliegender Arbeit mit Fluoreszenztechniken wie SKY und CGH gearbeitet wur-
de, diente die Herstellung eines geeigneten Antifades aufgrund dieser Ergebnisse als 
Voraussetzung dafür, die Präparate adäquat auszuwerten. Die in folgenden Kapiteln 
beschriebenen Analysen wurden an Präparaten von Myelomzelllinien, primären Tu-
morzellen und normalen Zellen durchgeführt, die auch nach längerer Lagerung und 
mehrfacher Auswertung unter anderem durch die Verwendung von C500 zuverlässige 
Ergebnisse lieferten.  
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4.2 Zellkulturversuche mit Zelllinien 
Bisher ist es noch nicht gelungen, maligne Plasmazellen von Myelompatienten in vitro 
ohne deren umgebendes Körpermilieu (Microenvironment) zur Proliferation zu stimulie-
ren. Bei Kultivierung von primären Myelomzellen werden Metaphasen in nur etwa 30% 
aller angesetzten Kulturen erreicht. Da diese Kulturen jedoch die vollständige Fraktion 
peripherer mononukleärer Zellen (PBMCs) beinhalteten, d.h. die Plasmazellen vorher 
nicht aufgereinigt wurden, sind die Metaphasen nicht eindeutig malignen Plasmazellen 
zuzuordnen. Werden nur normale Metaphasen erzielt, ist eine Aussage über chromo-
somale Aberrationen im Tumor nicht möglich. Um dieses Problem zu lösen, müssen 
primäre Myelomzellen nach Aufreinigung in Kultur zur Proliferation stimuliert werden, 
damit die meisten der analysierten Metaphasen von malignen Plasmazellen stammen. 
Die Schwierigkeit besteht darin, dass aufgereinigte Plasmazellen meist ausdifferenziert 
sind und ohne ihr umgebendes Körpermilieu nicht mehr proliferieren. Ich habe deshalb 
Zellkulturexperimente durchgeführt, um die Myelomzellen durch Zusatz geeigneter 
Medien und Wachstumsfaktoren zur Proliferation zu stimulieren. Als Modell habe ich 
die Myelomzelllinie INA-6 verwendet und deren Wachstumsverhalten analysiert und 
optimiert. 
4.2.1 Kokultivierung der Myelomzelllinie INA-6 mit primären Stromazellen  
Myelomzellen befinden sich im Körper in einem stetigen Kontakt mit den ihnen umge-
benden Zellen, wie z.B. Stromazellen. In diesem Körpermilieu findet ein Austausch von 
Wachstumsfaktoren und anderen noch unbekannten Stoffen statt, die die Myelomzel-
len am Leben erhalten und zur Proliferation stimulieren. Eine sehr wichtige Rolle bei 
der Stimulierung von Myelomzellen spielt IL-6, welches für das Protein Interferon-beta-
2 kodiert. IL-6 ist ein Wachstumsfaktor, der von den Zellen über den Rezeptor IL6-R 
aufgenommen wird. Um zu testen, inwiefern sich das umgebende Milieu von Stroma-
zellen und die Zugabe von IL-6 auf die Myelomzelllinie INA-6 auswirkt, wurde INA-6 mit 
und ohne primäre Stromazellen unter Einsatz von verschiedenen Medien kultiviert. 
Dabei stellte sich heraus, dass das Wachstum der INA-6-Zellen durch die Kokultivie-
rung mit Stromazellen am stärksten beschleunigt wurde. 
Als Grundmedium diente immer RPMI1640, welches sich durch verschiedene Zusätze 
in den einzelnen Versuchsansätzen unterschied. Die genauen Inhaltsstoffe der Medien 
sind in Kapitel 3.1.2 dargestellt. INA-6 wurde in superkonditioniertem Medium (Well 1), 
in konditioniertem Medium (Well 2), als Kokultur mit Stromazellen (Well 3) und in Medi-
um mit IL-6 (Well 4) kultiviert. Nach 48 h (1a, 2a, 3a, 4a) bzw. 120 h (1b, 2b, 3b, 4b) 
wurden die INA-6-Zellen von den Stromazellen getrennt und die Anzahl viabler Zellen 
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in der Neubauer-Zählkammer durch Trypanblau und durch FACS-Analyse bestimmt. 
Da die Stromazellen stark adhärent und die INA-6-Zellen in Suspension wuchsen, wur-
den letztere durch Abspülen von den Stromazellen getrennt. Durch Analyse der Ergeb-
nisse aus Tabelle 7 lässt sich die enorme Diskrepanz zwischen der hohen Zellzahl von 
INA-6 für Well 3, also der Kokultur mit Stromazellen, und den niedrigen Zellzahlen für 
die Kulturen in Well 1, 2 und Well 4 feststellen.  
Tabelle 7: Bestimmung der Zahl von primären Stromazellen und INA-6-Zellen nach 
Wachstumsproliferation. In der linken Spalte ist die Bezeichnung der Zellkulturgefässe 
angegeben. Well 1 enthielt superkonditioniertes, Well 2 konditioniertes Medium, Well 3 enthielt 
die Kokultur INA-6 mit Stromazellen und in Well 4 wurde lediglich IL-6 zum RPMI-Medium 
zugesetzt. Well a bezeichnet die Kultivierung für 48 Stunden und Well b für 120 Stunden. In der 
mittleren Spalte ist die Zellzahl lebender INA-6-Zellen und in der rechten Spalte der Prozentsatz 
lebender Zellen nach FACS-Analyse dargestellt. Die rote Ziffer kennzeichnet die höchste 
Zellzahl, die in der Kokultur von INA-6-Zellen mit Stromazellen zu finden war. 
Well 
Zellzahl Neubauer x 
105/ml 
FACS-Analyse (% viabler 
Zellen) 
1a 2,4 88,73 
1b 3,9 94,25 
2a 1,9 88,65 
2b 4,4 94,94 
3a 2,1 89,71 
3b 19,6 91,11 
4a 2,2 90,62 
4b 3,6 90,11 
Die Zellzahl von INA-6 in Well 3 war innerhalb von 72 Stunden um das Neunfache auf 
19,6 x 105/ml gestiegen. Von den hier eingesetzten Versuchsbedingungen war daher 
der fördernde Einfluss der Stromazellen auf das Wachstum der Multiplen Myelomzellli-
nie INA-6 am höchsten. 
Ergebnisse   56
4.2.2 Wachstumsanalyse der Zelllinie INA-6 in Gegenwart des IL-6-
Rezeptorblockers Sant7 
Im Anschluss an die im vorhergehenden Kapitel beschriebenen Untersuchungen habe 
ich den Einfluss von IL-6 auf die Stimulierung der Proliferation von Myelomzellen ana-
lysiert. Zahlreiche wissenschaftliche Arbeiten belegen, dass IL-6 als bedeutender 
Wachstumsfaktor für die Myelomzellen fungiert. Steht kein IL-6 zur Verfügung, greifen 
Myelomzellen aber auch auf alternative Signalwege zurück.  
Ich habe deshalb einerseits INA-6-Zellen in Gegenwart von IL-6 unter den im Kapitel 
4.2.1 beschriebenen Bedingungen kultiviert und andererseits die IL-6-Aufnahme der 
Zellen blockiert. Dabei habe ich Erkenntnisse von Chatterjee und Kollegen  genutzt, 
dass Sant7 mit höherer Affinität als IL-6 an den IL-6-Rezeptor gp130 bindet und damit 
als Superantagonist wirkt (Chatterjee et al., 2002). Den INA-6-Zellen steht somit kein 
IL-6 zur Verfügung.  
Ich habe in acht unterschiedlichen Versuchen die Zellen für 72 Stunden (h) kultiviert. 
Die Kulturzeit betrug hier im Gegensatz zum vorhergehenden Experiment statt 120 h 
nur 72 h, da die Zellzahl in den Wells, die Sant7 erhalten haben, schon nach dieser 
Zeit sehr stark gesunken war. Well 1 enthielt INA-6 und superkonditioniertes Medium, 
Well 2 INA-6 und konditioniertes Medium, in Well 3 wurden INA-6-Zellen zusammen 
mit Stromazellen kultiviert und in Well 4 wurde zu den INA-6-Zellen nur IL-6 zum Medi-
um zugegeben. In das Medium von Well 1a, 2a, 3a und 4a wurde Sant7 (Konzentration 
1µg/ml) zugesetzt. Die Wells 1b, 2b, 3b und 4b enthielten kein Sant7.  
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Tabelle 8: Zellzahl der Zelllinie INA-6 nach 72 h-Kultur mit und ohne Zugabe des IL-6-
Rezeptor-Antagonisten Sant7. In der ersten Spalte sind die Bezeichnungen der Kulturgefäße 
angegeben. Well a beinhaltete Sant7, in Well b wurden die Zellen ohne Sant7 kultiviert. INA-6-
Zellen wurden in unterschiedlichen Medien gehalten. Well 1 enthielt superkonditioniertes Medi-
um, Well 2 konditioniertes Medium, Well 3 Medium mit Stromazellen, Well 4 Medium + IL-6. Die 
zweite Spalte stellt die INA-6-Zellzahl und die dritte Spalte die Prozentangabe der lebenden 
Zellen, im FACS gemessen, dar. Die vierte Spalte gibt die Differenz zwischen den Zellzahlen 
der Wells und die letzte Spalte diese Differenz in % an. Rot gekennzeichnet sind die Ergebnisse 
von Well 4, da hier das höchste INA-6-Wachstum zu verzeichnen war. 
Well 
Zellzahl Neu-
bauer x 105/ml 
FACS-
Analyse (% 
viabler Zellen) 
Differenz Zell-
zahl Well b - 
Well a 
Differenz 
FACS Well b - 
Well a 
1a 0,7 50,97% 2,4 - 
1b 3,1 89,55% - 38,58% 
2a 0,7 46,99% 3,3 - 
2b 4,0 76,24% - 29,25% 
3a 2,0 63,03% 1,1 - 
3b 3,1 75,11% - 12,08% 
4a 0,3 35,66% 3,6 - 
4b 3,9 88,92% - 53,26% 
Die Ergebnisse in dieser Tabelle zeigen, dass INA-6 die höchste Wachstumsinhibie-
rung durch Sant7 erfuhr, wenn nur IL-6 zum Medium zugefügt wurde (Well 4a und 4b). 
Die Differenz hier war 53%, d.h. in Well 4a (mit Sant7) sank die Viabilität der Zellen auf 
35,66%, da kein IL-6 aufgenommen werden konnte. In Well 4b erreichte die Zellzahl 
Werte, die den Zellzahlen aus den Wells 1b, 2b, und 3b entsprachen. Die geringen 
Zellzahlen in Well 1a und Well 2a beweisen, dass Sant7 auch bei superkonditioniertem 
und konditioniertem Medium eine Blockierung der IL-6-Aufnahme bewirkte. Bei Kulti-
vierung von INA-6 mit Stromazellen wurde unter den verwendeten Bedingungen die 
geringste Wirkung von Sant7 auf das Wachstum der Zelllinie beobachtet (Well 3). Die 
Differenz der Zellzahlen zwischen Well a und Well b betrug nur 1,1 x 105/ml.  
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4.3 Kultivierung maligner Plasmazellen 
Die Ergebnisse aus Kapitel 4.2 zeigen, dass die MM-Zelllinie INA-6 die stärkste Prolife-
ration durch Kokultivierung mit Stromazellen aufwies. Unser Ziel war es, dieses Kör-
permilieu durch Einsatz unterschiedlicher Medien, Kultivierungszeiten und verschie-
denartige Kombination von Wachstumsfaktoren weitgehend zu ersetzen und die aufge-
reinigten malignen Primärzellen zur Proliferation zu stimulieren. 
Für die Versuche wurden die Primärzellen von acht Patienten in RPMI-Medium mit 
20% FCS und superkonditioniertem Medium (RPMI-superkondi) kultiviert. Aufgrund 
sehr geringer Zellzahlen im Ausgangsmaterial war eine durchgehend systematische 
Vorgehensweise nicht möglich. Als Wachstumsfaktoren wurden EGF, IGF, bFGF, IL-6, 
SGF und ein Pool aller Wachstumsfaktoren eingesetzt. Um die Zellen in der Mitose zu 
arretieren, wurde das Spindelgift Colcemid für 7h, 15,5h, 16h, 24h, 25h und 65h zuge-
geben. Eine Übersicht über die einzelnen Versuche ist in Tabelle 9 dargestellt. Zusätz-
lich wurden Chemikalien für die „Premature Chromosome Condensation“ (PCC) ver-
wendet, die zu Chromosomenkondensation beitragen, ohne dass sich die Zellen in der 
Mitose befinden müssen. Die Konzentrationen der zugegebenen Wachstumsfaktoren 
sowie der verwendeten PCC-Chemikalien sind in Kapitel 3.1 angegeben. Die Kulturzei-
ten betrugen 0h, 24h, 48h, 72h und 7 Tage. In keinem der Ansätze konnten Metapha-
sen generiert werden. 
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Tabelle 9: Zellkulturversuche mit primären Myelomzellen: In der linken Spalte sind die Patien-
ten dargestellt. Pro Patient wurden mehrere Parallelversuche mit unterschiedlichen Medien und 
Wachstumsfaktoren angesetzt. Die Colcemidzeit gibt die Dauer der Zugabe des Spindelgiftes 
Colcemid zur Kultur an. Ein + bedeutet die Zugabe des entsprechenden Wachstumsfaktors. OA 
(Ocadeic Acid), Calyculin A und 2-Aminopurin stellen die Chemikalien für die Chromosomen-
kondensation (PCC) dar, die nur die Zellen erhalten haben, die mit + gekennzeichnet sind. Die 
Kulturzeit der Zellen insgesamt lag zwischen 0h und 7 Tagen.  
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4.4 SKY-Analyse von Zelllinien und primären Tumorzellen von 
Patienten mit MM 
Mittels der SKY-Analyse wurden die Translokationen und Bruchpunkte von vier Mye-
lomzelllinien und acht primären MM auf chromosomaler Ebene bestimmt. Durch die 
SKY-Technik lassen sich je nach der Qualität der Metaphasechromosomen strukturelle 
Aberrationen mit einer Auflösung von 1-10 Megabasen (Mb) bestimmen. Insbesondere 
werden auch balancierte Translokationen durch die SKY-Analyse detektiert, die mittels 
der CGH-Technik nicht erfasst werden.  
Bei den Zelllinien handelte es sich um MM.1S, INA-6, ANBL-6 und NCI-H929. Pro Zell-
linie wurden 25 Metaphasen untersucht, die sich aufgrund der Multiklonalität der Zellli-
nien unterschieden. Es wurden alle Zellen ausgewertet, aber nur diejenigen Aberratio-
nen in den Vergleich aufgenommen, die pro Zelllinie in 90% der analysierten Zellen 
auftraten. Insgesamt wurden so in allen vier Zelllinien 41 Translokationen detektiert. 
Besonders häufig waren die Chromosomen 1, 6, 8, 14 und 16 (jeweils 8x) und X (7x) in 
Umbauten involviert. Keiner der Bruchpunkte trat mehrmals auf. Nachfolgend werden 
die Ergebnisse der SKY-Analysen einzeln dargestellt. 
Die acht Patienten wurden anhand von archiviertem Material analysiert. Bei den primä-
ren Patientenzellen allein traf häufiges Auftreten auf die Chromosomen 8 (9x), 7, 11 
und 15 (je 6x) zu. Selten involviert waren die Chromosomen 10 (0x), 5 und 18 (je 1x). 
4.4.1 MM.1S 
Die Zelllinie MM.1S wies adhärentes Wachstum auf, war IL-6-unabhängig und durch 
einen hypodiploiden Karyotyp charakterisiert (31-45,X). Die Zellen zeigten eine gerin-
gere Zellgröße als die anderen Zelllinien und sie proliferierten ungewöhnlich rasch. Mit 
der SKY-Analyse wurden neun unbalancierte Translokationen und sieben partielle bzw. 
vollständige Monosomien detektiert. In Translokationen involviert waren die Chromo-
somen 1, 3, 4, 6, 7, 8, 12, 13, 14, 16 und 21. Eine Translokation des IgH-Lokus 
(14q32) mit dem MAF-Gen (16q23) wurde detektiert. Die bei MM.1S festgestellten Ab-
errationen sind in Tabelle 10 und Abbildung 7 dargestellt. Die unbalancierte Transloka-
tion der(8)t(8;13)(q21.3;q31.3) wird in Kapitel 4.8 detaillierter untersucht. 
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Tabelle 10: Aberrationen der Zelllinie MM.1S detektiert durch die SKY-Analyse. Links sind die 
neun Translokationen dargestellt, rechts sind die partiellen bzw. vollständigen Monosomien zu 
sehen. 
Translokationen (partielle) Monosomien 
der(1)t(1;6)(q44;?)&del(1)(p11->p22) -X 
der(3)t(3;8)(q25;q23~q24) del(2)(q35->qter) 
der(4)t(4;7)(q35;q31?) -6 
der(6)t(6;12)(p25;q24)&del(6)(q24->q27) del(7)(p12->pter) 
der(8)t(8;13)(q21.3;q31.3) -9 
der(12)t(12;21)(q22;q11) -13 
der(14)t(14;16)(q32;q23) -14 
der(16)t(3;16)(q25;q22)  - 
der(21)t(1;21)(q21;p11.2) - 
Mit Hilfe der Software SkyView™ (Version 1.6.2, Applied Spectral Imaging Inc., Migdal 
Ha’Emek, Israel) wurde zum Spektralbild eines jeden Chromosoms ein Falschfarben-
bild generiert, welches den spektralen Verteilungen des Originalbildes entspricht. Da-
durch ließen sich die Chromosomen entsprechend ihrer Spektren und Größe klassifi-
zieren. Eine Translokation wurde eindeutig durch die Änderung des Spektrums inner-
halb eines Chromosoms erfasst. Die Zuordnung der Chromosomen in ein Karyogramm 
erfolgte größtenteils automatisch durch die Software, zum Teil wurde die Klassifizie-
rung manuell korrigiert. Die Hybridisierungsqualität und die geringe Länge der Tumor-
chromosomen bedingten die Fehler der automatischen Klassifikation durch die einge-
setzte Software. Die hohe Anzahl an Aberrationen und die Beteiligung oftmals mehre-
rer Chromosomen an einer Translokation erschwerte außerdem die Zuordnung der 
Chromosomen durch die Software. 
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Abbildung 7: SKY-Analyse einer Metaphase von der Zelllinie MM.1S. A. Invertiertes Bild der 
DAPI-Bänderung der Chromosomen B. Gleiche Metaphase wie in A in den Spektralfarben. C. 
Die einzelnen Chromosomen sind ihrer Größe und ihres Spektrums nach sortiert. Jeweils links 
ist das Chromosom in der Spektralfarbe, rechts daneben die von der Software generierte 
Falschfarbe dargestellt. Bei Chromosom 1 sieht man eine Translokation mit Chromosom 6. 
Chromosom 21 translozierte ebenfalls mit Chromosom 1. Die Chromosomen 4, 12 und 16 wie-
sen Translokationen auf. Durch die Monosomie X, 13 und 14 ergab sich die Hypodiploidie (31-
45,X). Bei Chromosom 14 wurde eine IgH-Translokation mit Chromosom 16 detektiert. 
4.4.2 INA-6 
Die MM-Zelllinie INA-6 ist eine nahezu tetraploide Zelllinie mit 89 bis 92 Chromosomen 
und den Geschlechtschromosomen (89-92,XYY). Sie wurde in Suspension kultiviert, 
war IL-6-abhängig und wies eine besonders starke Proliferation in Gegenwart von 
Stromazellen auf, was den Eigenschaften von Primärzellen entsprach (siehe Kapitel 
4.2). Mittels der SKY-Technik wurden alle Chromosomen durch Kombination geeigne-
ter Fluoreszenzfarbstoffe unterschiedlich markiert. In der Zelllinie INA-6 wurden sieben 
Translokationen (sechs unbalancierte und eine balancierte) sowie zwei partielle Penta-
somien und vier partielle bzw. vollständige Trisomien identifiziert, die in Tabelle 11 und 
Abbildung 8 dargestellt sind. Chromosom X zeigte Translokationen mit den Chromo-
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somen 6 und 7. Die Chromosomen 3, 4, 11, 12, 14, 16, 17 und 19 waren ebenfalls in 
Translokationen involviert. Ich detektierte eine IgH-Translokation mit Chromosom 11, 
welche die Region des CCND1-Gens (11q13) betraf.  
Tabelle 11: Aberrationen der Zelllinie INA-6: Links sind die sieben Translokationen, in der rech-
ten Spalte die partiellen Pentasomien (+) und Trisomien (del bzw. -) dargestellt, die mittels der 
SKY-Analyse in 90% der Zellen detektiert wurden. 
Translokationen partielle Pentasomien/Trisomien 
t(X;7)(q26;p13) +del(1)(p11.1->pter) 
der(3)t(3;19)(p21;p13) -4 
der(4)t(4p;4) del(5)(q23) 
der(6)t(X;6)(q22;q21) +del(8)(q?)x3 
der(12)t(3;12)(?;q11)x2 del(10)(q22) 
der(14)t(11;14)(q13;q32)x2 -13 
der(17)t(16;17)(q11;q21) - 
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Abbildung 8: SKY-Analyse der Zelllinie INA-6 dargestellt am Beispiel einer Metaphase. A. 
Invertiertes Bild der DAPI-Bänderung der Chromosomen B. Gleiche Metaphase wie in A in den 
Spektralfarben. C. Die einzelnen Chromosomen sind ihrer Größe und ihres Spektrums nach 
sortiert. Jeweils links ist das Chromosom in der Spektralfarbe, rechts daneben die mittels der 
Software generierte Falschfarbe dargestellt. Fast jedes Chromosom ist vierfach vorhanden, 
dadurch wird der Karyotyp als nahezu tetraploid angegeben. Die IgH-Translokation von Chrom-
som 14 mit Chromosom 11 und die Translokation von Chromosom 3 mit 19 wurden identifiziert. 
Bei den Chromosomen 6 und 7 lagen Translokationen mit Chromosom X vor, wobei es sich 
einmal um ein derivatives Chromosom 6 und einmal um ein derivatives Chromosom X handelte. 
4.4.3 ANBL-6 
Um die Eigenschaften mehrerer Myelomzelllinien zu vergleichen, wurde als dritte die 
fast tetraploide Zelllinie ANBL-6 (83-85,XXXX) untersucht. ANBL-6 wurde als Suspen-
sionskultur gehalten und wies IL-6-Abhängigkeit auf. Die SKY-Analyse wurde wie in 
Kapitel 4.4.1 beschrieben durchgeführt. Ich analysierte 20 unbalancierte Translokatio-
nen, zwei partielle Pentasomien und elf partielle bzw. vollständige Trisomien. Die Zell-
linie ANBL-6 wies eine Monosomie 13 auf. Ich identifizierte Translokationen der Chro-
mosomen 1, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14,17,19, 20 und 22.  
Tabelle 12 und Abbildung 9 zeigen die Translokationen der Zelllinie ANBL-6. 
Ergebnisse   65
Tabelle 12: Aberrationen der Zelllinie ANBL-6 detektiert durch die SKY-Analyse. Links sind die 
20 Translokationen zu sehen, in der rechten Spalte sind die (partiellen) Pentasomien bzw. Tri-
somien angegeben. Die Abkürzung „tas“ bedeutet Telomerassoziation, mit „i“ wird ein Isochro-
mosom bezeichnet. 
Translokationen (partielle) Pentasomien/Trisomien 
der(X)t(X;14;16)(p22;q32;q23) dup(X)(q22->q28) 
der(1q;6p)t(1q6p;1p6q)x2 del(X)(p21->pter) 
der(1)t(1;7)(q42;q11.2) del(X)(?) 
der(5)t(5;22)(q31;q12)x2 -4  
der(6)t(6;8)(p22;?) -5x2 
tas(10)t(9;10)(p?;qter) del(6)(p12->p21) 
der(9)t(4;9)(q22.3;q13) +(6)(p12->p21) 
der(10)t(10;16)(p11.2;p?) -8x2 
der(12)t(11;12)(p12~p14;q14.2)&dup(12)(q11             
->q14.2)  del(8)(p?) 
der(14)t(8;14)(?;q11.2)&dup(8)(q?) del(9)(q12 oder p11.2)x2 
der(14)t(8;14)(?;q11.2) i(11q) 
der(14)t(1;14)(p32;q21)x2 del(12)(p?) 
der(14)t(14;17)(q21;?) -13x2 
der(15)t(14;15;16)(q32;q26;q23)x2 -16x2 
der(16)t(14;16)(q32;q23) - 
der(17)t(9;17)(q22;?)x2 - 
der(17)t(5;5;9;17)(5qter->5q?::17p11.2                       
->17q24::9p12->9q21::5q33->qter)x2 - 
der(20)t(16;20)(q22;q13.3) - 
der(20)t(19;20)(p13.3;q13.1)x2 - 
der(22)t(5;22)(q33;q12)x4 - 
Der IgH-Lokus translozierte mit dem MAF-Gen (16q23) in den unbalancierten Translo-
kationen der(15)t(14;15;16)(q32;q26;q23) und der(16)t(14;16)(q32;q23) und 
der(X)t(X;14;16)(p22;q32;q23). Die in der Tabelle dargestellten Translokationen sind 
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wegen der Klonalität der Zellen nicht alle in Abbildung 9 zu erkennen. Die unbalancier-
te Translokation der(9)t(4;9)(q22.3;q13) wird noch genauer in Kapitel 4.8 untersucht. 
 
 
Abbildung 9: SKY-Analyse einer Metaphase von ANBL-6. A. Invertiertes Bild der DAPI-
Bänderung der Chromosomen B. Gleiche Metaphase wie in A in den Spektralfarben. C. Die 
einzelnen Chromosomen sind ihrer Größe und dem Spektrum nach sortiert. Jeweils links ist das 
Chromosom in der Spektralfarbe, rechts daneben die von der Software generierte Falschfarbe 
dargestellt. Die nahezu tetraploide Zahl der Chromosomen mit den Translokationen, z.B. Chro-
mosom 14 mit Chromosom 8 und Chromosom 9 mit Chromosom 4 ist deutlich zu erkennen. 
4.4.4 NCI-H929 
Die Zelllinie NCI-H929 war wie MM.1S IL-6-unabhängig und wuchs wie INA-6 und 
ANBL-6 in Suspension. NCI-H929 wies einen hypodiploiden Karyotyp (31-45,X) auf. 
Insgesamt beobachteten wir fünf unbalancierte Translokationen, zwei partielle bzw. 
vollständige Trisomien und vier partielle bzw. vollständige Monosomien. Auch in NCI-
H929 wurde eine Monosomie 13 detektiert. Tabelle 13 beinhaltet die vorliegenden Ab-
errationen und Abbildung 10 die zugehörige SKY-Darstellung. In Translokationen in-
volviert waren die Chromosomen 1, 6, 7, 8, 10, 18, 20 und X. Eine Translokation mit 
dem IgH-Lokus wurde nicht detektiert. 
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Tabelle 13: Aberrationen der Zelllinie NCI-H929 detektiert durch die SKY-Analyse. Links sind 
die Translokationen dargestellt, die rechte Spalte beinhaltet die (partiellen) Trisomien bzw. Mo-
nosomien. Die Abkürzung „psu dic“ bedeutet pseudodizentrisch. Damit wird ein Chromosom 
bezeichnet, das zwei Zentromere besitzt, jedoch ist nur eines aktiv. Die Abkürzung „dup“ steht 
für Duplikation. 
Translokationen (partielle) Trisomien/Monosomien 
psu dic dup(1)(1pter->1q25::1q10->qter) +8 
der(6)t(6;18)(q24;q21) -10 
der(7)t(X;7)(q22;p15) +del(11)(p12->pter ) 
der(8)t(8;20)(q24;q11)x2 del(12)(p13->pter) 
psu dic der(1)(10qter->10q22::1p13               
->1q22~q23::1q22~q23                           
->1p21~p31::10?->10ter?)  
-13 
 -X 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ergebnisse   68
 
Abbildung 10: SKY-Analyse einer Metaphase der Zelllinie NCI-H929. A. Invertiertes Bild der 
DAPI-Bänderung der Chromosomen B. Gleiche Metaphase wie in A in den Spektralfarben. C. 
Die einzelnen Chromosomen sind ihrer Größe und des Spektrums nach sortiert. Jeweils links ist 
das Chromosom in der Spektralfarbe, rechts daneben die von der Software generierte Falsch-
farbe dargestellt. Die Translokation von Chromosom 8 mit Chromosom 20 ist zu erkennen. 
Chromosom 6 translozierte mit Chromosom 18 und Chromosom 7 translozierte mit Chromosom 
X. Bei Chromosom 1 handelte es sich um ein pseudodizentrisches Chromosom, bei dem 
Chromosom 10 involviert ist. 
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4.4.5 Vergleich der Translokationen der vier Zelllinien 
Abbildung 11 beinhaltet die summarische Darstellung der Translokationen der vier ana-
lysierten Zelllinien MM.1S, INA-6, ANBL-6 und NCI-H929. Translokationen mit Chro-
mosom 6 und 7 traten in allen Zelllinien auf. Elf Bruchpunkte wurden auf Chromosom 1 
und neun Bruchpunkte auf Chromosom 14 detektiert. Chromosom 16 wies sieben 
Bruchpunkte auf. 
 
Abbildung 11: Zusammenfassung der SKY-Aberrationen der vier MM-Zelllinien. Aberrationen 
der Zelllinie INA-6 sind türkis dargestellt. ANBL-6 ist schwarz, MM.1S rot und NCI-H929 blau 
markiert. Die Bruchpunkte der Translokationen sind durch waagerechte Linien und als farbige 
Kästchen eingezeichnet. Partielle Deletionen sind links vom Chromosom und partielle Duplika-
tionen rechts vom Chromosom als senkrechte Linien in der entsprechenden Farbe der Zelllinien 
dargestellt. Die Chromosomen 1 und 6 zeigten häufige Involvierung in Translokationen, wäh-
rend Chromosom 18 eine und Chromosom 2 keine Translokation aufwiesen. 
Chromosomenbande 14q32 war fünfmal, Bande 16q23 viermal und die Regionen 
3q25, 5q31, 14q11.2, 14q21, 16q22, 19p13.3, 22q12 und Xq22 waren zweimal in 
Translokationen involviert. Chromosom 2 wurde in keiner Translokation detektiert.  
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Die Zelllinie MM.1S wies zwei Translokationen auf, die 3q25 involvierten. Jeweils zwei 
Bruchpunkte zeigten in dieser Zelllinie die Chromosomen 1, 8, 12, 16 und 21. 
In INA-6 trat jeder Bruchpunkt einmal auf, allerdings lagen auf Chromosom X zwei 
Bruchpunkte.  
ANBL-6 wies die Bruchpunkte 14q32 und 16q23 dreimal auf, gefolgt von 5q31, 
14q11.2, 14q21 und 22q12 (jeweils zweimal). Chromosom 9 war in ANBL-6 viermal in 
Translokationen involviert. 
In der Zelllinie NCI-H929 wurde jeder Bruchpunkt nur einmal identifiziert, auf Chromo-
som 1 wurden hingegen sechs Bruchpunkte nachgewiesen. 
Gemeinsame Duplikationen der Region 1q11->q25 zeigten INA-6 und NCI-H929. Der 
Bereich 8q11->q? war in INA-6 und ANBL-6 dupliziert, während 11q in ANBL-6 und 
NCI-H929 dupliziert waren. 
Zur Verifizierung myelomspezifischer Translokationen wurden FISH-Analysen der 
Sonden IgH, MAF und Protein-Tyrosin-Phosphatase Nichtrezeptor-Typ 11 (PTPN11) 
an den Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-6 durchgeführt.  
In MM.1S wurde die unbalancierte Translokation der(14)t(14;16)(q32;q23), welche auf 
16q23 das MAF-Gen und auf 14q32 das IgH-Gen enthält, verifiziert. Dabei traten in der 
FISH-Analyse drei Hybridisierungssignale für das MAF-Gen auf. Ein Signal wurde auf 
dem normalen Chromosom 16 detektiert, das zweite MAF-Signal spaltete sich in weite-
re zwei Signale auf Chromosom 14 und Chromosom 16 auf. Eine PTPN11- spezifische 
FISH-Sonde wurde ebenfalls auf MM.1S-Zellen hybridisiert. Es wurde nur ein Signal 
von PTPN11 detektiert, was den Verlust des zweiten PTPN11-Allels beweist. Die Re-
gion 12q24 des PTPN11-Gens war bei MM.1S auch in die unbalancierte Translokation 
der(6)t(6;12)(p25;q24) involviert. 
In der Zelllinie INA-6 waren MAF und PTPN11 in keine Translokation involviert. Auch 
die FISH-Analyse zeigte eine normale Anzahl von Hybrisierungssignalen für diese Ge-
ne auf. Durch die unbalancierte Translokation der(14)t(11;14)(q13;q32) entstand ein 
Bruch im IgH-Lokus, welcher zu einer Fusion des CCND1-Gens an die Promotorregion 
des IgH-Lokus führte.  
Die Zelllinie ANBL-6 wies die unbalancierte Translokation 
der(X)t(X;14;16)(p22;q32;q23) auf, die den IgH-Lokus und das MAF-Gen involvierte. 
Die unbalancierte Translokation der(15)t(14;15;16)(q32;q22;q23) trug ebenfalls zur 
konstitutiven Aktivierung von MAF bei, welches durch die Translokation mit IgH in des-
sen aktive Promotorregion gelangt und somit überexprimiert wird. Die FISH-
Hybridisierung für das Gen PTPN11 wies zwei Signale auf, was in der fast tetraploiden 
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Zelllinie ANBL-6 einen Verlust von zwei Allelen von PTPN11 bedeutete. Die Region 
12q24 wurde allerdings in keiner Translokation identifiziert. 
Vergleiche der Zelllinien mit primären Patientendaten werden in Kapitel 4.4.7 darge-
stellt. 
4.4.6 SKY-Analyse von Patientenmaterial 
Das Ziel der Arbeit war, die Proliferation von primären Zellen von Patienten mit Multip-
len Myelomen zu stimulieren und diese hinsichtlich ihrer chromosomalen Aberrationen 
parallel mittels SKY- und Array-CGH-Analyse zu vergleichen. Dies wurde nicht erreicht, 
da die Proliferation der MM-Zellen nicht in ausreichendem Maße angeregt werden 
konnte. 
Um trotzdem insbesondere Translokationen primärer Zellen mit denen der etablierten 
Zelllinien vergleichen zu können, habe ich Chromosomenpräparate aus primärem Tu-
mormaterial von 11 MM-Patienten aus der Tumorbank des Institutes für Medizinische 
Genetik, Universitätsklinikum der Charité, Campus Virchow Klinikum Berlin erhalten 
(Kooperation mit Frau Dr. med. Petra Zschieschang). Die SKY-Analyse wurde wie in 
Kapitel 4.4.1 beschrieben durchgeführt. Die Metaphasen waren aus Zellen präpariert 
worden, die vorher nicht mit CD138-Antikörpern aufgereinigt wurden. Demzufolge war 
eine Mischung normaler Zellen mit aberranten Tumorzellen zu erwarten. Pro Patient 
wurden 20 bis 25 Metaphasen analysiert. Es werden im Folgenden jedoch nur die Er-
gebnisse der acht von elf Patienten dargestellt, deren Tumorzellen einen aberranten 
Karyotyp aufwiesen. In Tabelle 14 sind die klinischen Daten der Patienten (Alter, Diag-
nose) in Relation zum Auftreten einer Monosomie 13 und der Art der Therapie (falls 
bekannt) dargestellt. Das Auftreten einer Monosomie 13 wurde bei allen Patienten 
durch die Routinediagnostik anhand der Deletion 13q14 bestimmt. 
Bei der Diagnose eines MM handelt es sich um multiple Herde im Körper eines Patien-
ten, während bei einem Plasmozytom nur eine Körperregion betroffen ist.  
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Tabelle 14: Patienten 1 bis 8 mit klinischen Daten (Alter, Diagnose, Auftreten einer (partiellen) 
Monosomie 13 und eventueller Therapie. Ein Plasmozytom bezeichnet den Befall einer be-
stimmten Region im Körper des Patienten, während beim MM mehrere Herde betroffen sind. Da 
es sich um Archivmaterial handelte, konnte teilweise nur auf unvollständige Datensätze zurück-
gegriffen werden.  
Patient Alter Diagnose Monosomie 13 Therapie 
1 55 MM, Stadium III + keine Therapie 
2 63 Plasmozytom Keine Chemotherapie 
3 75 Plasmozytom + nicht bekannt 
4 71 
IgG-
Leichtketten-
Plasmozytom 
+ 
Resistenz auf 
primäre Chemo-
therapie 
5 68 
Plasmozytom 
Stadium III B 
+ nicht bekannt 
6 nicht bekannt MM Keine nicht bekannt 
7 62 Plasmozytom Keine 
HD-
Chemotherapie 
8 54 Plasmozytom Keine nicht bekannt 
In den folgenden Tabellen 15 und 16 sind die Patienten entsprechend der (partiellen) 
Monosomie 13 der analysierten Tumorzellen aufgeteilt. Tabelle 15 stellt Patienten dar, 
in deren Zellen eine Monosomie 13 gefunden wurde. Wegen der Monosomie 13 wurde 
den Patienten eine schlechtere Prognose vorausgesagt.  
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Tabelle 15: Aberrationen von Patientenzellen mit Monosomie 13. In der zweiten Zeile ist die 
Chromosomenzahl mit Angabe der Geschlechtschromosomen dargestellt. In den nachfolgen-
den Zeilen sind die Chromosomenveränderungen gelistet. Zuerst sind die numerischen und 
darauf die strukturellen Aberrationen genannt. „mar“ bedeutet Markerchromosom, „chrb“ be-
zeichnet einen Chromosomenbruch, „hypo“ deutet auf einen hypodiploiden Chromosomensatz 
hin. 
Patient 1  Patient 3  Patient 4  Patient 5  
45,XY (hypo) 40,XY(hypo) 46,XY 45,XY (hypo) 
-13  -4, -9, -10, +11, -12,  
-13, -14, +15, -16,     
-18, +19, -X  
-13, -18, +21,              
-22, +2~3mar[cp3]  
-13  
der(8)t(X;8)( p11?; 
p11.2~p12)  
der(2)t(2;5)(q23;q22) del(10)(p13->pter) del(8)(p21->pter)  
psu dic 
der(16)t(1;16)(16pter
->16q24::1q12           
->1pter) 
der(3)t(3;4)(p25;q25) +(12)(q24)  chrb(2p13) 
der(21)t(8;21)(?; 
p11.2~p12) 
der(4)t(4;13)(q31; 
q12) 
+(13)(p11.2) der(7)t(1;7)(?;p13)  
psu dic 
der(21)t(8;21)(21qter    
->21p11.2~p12:: 
8q21~q22->8pter) 
der(7)t(7;11)(p22; 
p13) 
- der(7)t(7;13)(q22; 
q11.2)  
der(22)t(8;22)(?;p11.
2~p12)x2 
der(14)t(14;20)(p10; 
p11.2) 
- der(15)t(15;17)(q24; 
q23)  
- der(20)t(9;20)(q13; 
q13) 
- der(17)t(16;17)(q22; 
q21)  
- - - der(21)t(15;21)(?;?) 
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Tabelle 16: Aberrationen von Patientenzellen ohne Monosomie 13. In der zweiten Zeile ist die 
Chromosomenzahl mit Angabe der Geschlechtschromosomen dargestellt. Die nachfolgende 
Zeile enthält die numerischen Aberrationen. In den anschließenden Zeilen sind die strukturellen 
Aberrationen gezeigt. „Hyper“ bezeichnet einen hyperdiploiden Chromosomensatz, „hypo“ be-
zeichnet einen hypodiploiden Chromosomensatz. 
Patient 2  Patient 6  Patient 7  Patient 8  
46,XX 46,XY 53,XX (hyper) 45,X,-Y (hypo) 
dup(7)(?)  t(13;19)(q12;q13) -2, +3, +5, +11, +13, 
+18, +1, +9, +20  
del(11)(p->pter)  
del(9p)  der(21)t(21;22)(p11; 
?) chrb(9)(q11) 
der(X)t(X;13)(q10; 
q10)  
dup(9p) - - der(7)t(7;11)(?;p22) 
del(12)(q13->qter) - - t(11;15)(p15;p11) 
psu dic 
t(X;7)(q26;p22) - - 
der(14)t(11;14)(p13; 
q22) 
psu dic 
t(1;6)(q21:p23) - - 
der(15)t(14;15)(q13; 
p11) 
t(1;22)(p32;q11.2) - - der(15)t(15;15)(q26; 
p11) 
der(3)t(3;14)(p26; 
q11) - - 
der(16)t(4;16)(q27; 
q23) 
der(6)t(6;12)(q21;?)   der(16)t(15;16)(q13; 
q12) 
ins(8;6)(q22;q21q22) - - - 
psu dic 
t(8;9)(p21;q32) - - - 
psu dic 
t(11;16)(p11;p11) - - - 
der(18)t(8;18)(p22; 
q11.1) - - - 
dmin (Chrom. X)  - - - 
dmin (Chrom. 8)x2 - - - 
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Weder bei Patientenzellen ohne Monosomie 13 (gute Prognose, siehe Tabelle 16) 
noch bei Patientenzellen mit Monosomie 13 (schlechte Prognose, siehe Tabelle 15) 
traten in der SKY-Analyse Translokationen im IgH-Lokus (Region 14q32) auf. Chromo-
som 14 war bei den Patienten ohne Monosomie 13 dreimal in eine Translokation invol-
viert, während in der Patientengruppe mit Monosomie 13 Chromosom 14 nur einmal 
involviert war. 
Die acht analysierten Patienten wurden zunächst in drei Gruppen eingeteilt: vier Pati-
enten (50%) zeigten einen hypodiploiden Chromosomensatz, ein Patientenkaryotyp 
war hyperdiploid (12,5%) und drei Patienten waren diploid (37,5%). Die Monosomie 13 
trat in drei hypodiploiden (Patienten 1, 3, 5) und einem diploiden Karyotyp (Patient 4) 
auf.  
Keine Monosomie 13 zeigten die Patienten 2, 6 (diploid), 7 (hyperdiploid) und 8 (hypo-
diploid). Die Patienten 1, 3, 5 und 8 mit hypodiploidem Karyotyp wiesen ein Plasmozy-
tom bzw. Myelom auf. Patient 4 (diploid) zeigte Resistenz auf die primäre Chemothe-
rapie. Es waren keine Translokationen und wenige Verluste bzw. Gewinne zu finden. 
Patient 2, der sich zum Zeitpunkt nach Chemotherapie befand, wies zahlreiche struktu-
relle Aberrationen auf, während Patient 7 nach einer Hochdosis-Chemotherapie größ-
tenteils numerische Aberrationen zeigte. Patienten 1 und 5 mit hypodiploidem Karyotyp 
wiesen zusätzlich zur Monosomie 13 zahlreiche weiteren Aberrationen auf, was mit 
dem fortgeschrittenen Stadium der Krankheit korrelierte. Patient 2 nach Behandlung 
mit Chemotherapie zeigte viele strukturelle Aberrationen, während Patient 7 nach einer 
Hochdosis-Chemotherapie viele numerische, aber wenig strukturelle Aberrationen auf-
wies.  
In Abbildung 12 ist die SKY-Darstellung einer malignen Plasmazelle von Patient 1 zu 
sehen. Die Zelle zeigte einen diploiden Chromosomensatz mit einer Monosomie 13. 
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Abbildung 12: SKY-Analyse einer Metaphase von Patient 1. A. Invertiertes Bild der DAPI-
Bänderung der Chromosomen B. Gleiche Metaphase wie in A in den Spektralfarben. C. Die 
einzelnen Chromosomen sind ihrer Größe und des Spektrums nach sortiert. Jeweils links ist 
das Chromosom in der Spektralfarbe, rechts daneben die von der Software generierte Falsch-
farbe dargestellt. Deutlich zu erkennen ist die Translokation von Chromosom 16 mit Chromo-
som 1 und Chromosom 21 mit Chromosom 8. Chromosom 22 translozierte ebenfalls mit Chro-
mosom 8. 
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4.4.7 Vergleich der Chromosomenaberrationen zwischen primären Zellen 
und Zelllinien 
 
Abbildung 13: Anzahl der Translokationen pro Chromosom. Auf der X-Achse sind die Chromo-
somen dargestellt. Die Y-Achse zeigt die Anzahl der Translokationen an. Partielle Deletionen 
bzw. Duplikationen wurden ebenfalls in die Auswertung miteinbezogen. Die Zelllinien und Pati-
enten sind farblich dargestellt. Besonders häufig in Translokationen involviert waren die Chro-
mosomen 8 (17x), 16 (13x), und 14 und Chromosom 1 (jeweils 12x). Selten traten die Chromo-
somen 18 (2x), 2 und 19 (jeweils 3x) und Chromosom 10 (4x) in Translokationen auf.  
Bei der Auswertung wurden Translokationen und partielle Deletionen bzw. Duplikatio-
nen berücksichtigt. Die Analyse der Patientendaten zusammen mit den Daten der Zell-
linien ergab, dass besonders häufig die Chromosomen 8 (17x), 16 (13x), 14 und 
Chromosom 1 (jeweils 12x) in Translokationen involviert waren. Besonders selten be-
troffen waren die Chromosomen 18 (2x), 2 und 19 (jeweils 3x), und Chromosom 10 
(4x). Betrachtet man allein die Zelllinien, waren die Chromosomen 1, 6, 8, 14 und 16 
(jeweils 8x) und Chromosom X (7x) häufig in Translokationen zu finden, während die 
Chromosomen 2, 13, 15, und 18 (je 1x) selten involviert waren. Bei den primären Pati-
entenzellen allein traf häufiges Auftreten auf die Chromosomen 8 (9x), 7, 11 und 15 (je 
6x) zu. Selten involviert waren die Chromosomen 10 (0x), 5 und 18 (je 1x). 
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Bei Chromosom 8 handelte es sich nicht um den MYC-Lokus (Bande 8q24, bei NCI-
H929 detektiert), sondern unter anderem um 8p21, 8q21, und 8q22. Chromosom 16 
zeigte auch Brüche in 16q12, 16q11, 16p10 und 16p11, die also nicht das MAF-Gen 
betrafen. Bei Chromosom 1 wurden die Bruchpunkte 1p32, 1q10, 1q21, 1q42 und 1q44 
detektiert. 
In Zelllinien und Patienten zusammen war Bande 21p11.2 (4x) am häufigsten an 
Translokationen beteiligt, gefolgt von Bande 16q23 (3x). Weitere rekurrente Chromo-
somenbanden bei Zelllinien und Patienten stellten 1p32, 1q21, 6q21, 7p13, 8q21, 
9q13, 12q24, 15q26, 16q22, 17q21 und 20q13 dar, die jeweils zweimal in Translokati-
onen auftraten. In den Zelllinien trat Bande 14q32 fünfmal auf, gefolgt von Bande 
16q23 (3x). Am häufigsten in Translokationen involviert war bei den Patienten Bande 
21p11 (3x), gefolgt von den Banden 7p22, 8p21, 8q22, 13q12 und 15p11 (jeweils 2x).  
Bei der Analyse von numerischen Aberrationen, d.h. Verluste und Gewinne ganzer 
Chromosomen, wurden folgende Ergebnisse gefunden. Eine Deletion von Chromosom 
13 wurde in den Zelllinien viermal detektiert, gefolgt von Deletionen der Chromosomen 
4, 5, 8, 16 und X (jeweils 2x). Es wurde nur eine vollständige Duplikation von Chromo-
som 8 identifiziert. Die Patienten wiesen viermal eine Deletion von Chromosom 13 auf, 
gefolgt von einer Deletion 18 (2x). Hier traten Duplikationen in den Chromosomen 11 
(2x), 1, 3, 5, 9, 13, 15, 18, 19, 20 und 21 auf. 
4.5 Konventionelle CGH-Analyse und Array-CGH-Analyse 
Multipler Myelome 
In Ergänzung der SKY-Analyse, die insbesondere zur Identifikation von chromosoma-
len Strukturaberrationen eingesetzt wird, erlaubt die CGH-Analyse die Detektion von 
Gewinnen und Verlusten in der Tumor-DNA im Vergleich zu normaler Kontroll-DNA.  
In einem ersten Schritt wurden die Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-6 anhand der 
etablierten konventionellen CGH-Methode mit einer Auflösung von 1-10 Mb untersucht. 
In einem zweiten Schritt wurden die Zelllinien mit der neu eingeführten, hochauflösen-
den Array-CGH-Technik mit einer Auflösung von 0,6-1Mb analysiert. In Kapitel 4.5.1 
sind die Ergebnisse beider Methoden dargestellt.  
Anschließend wurde in einem zweiten Teil primäres Material von 32 Patienten mit der 
Array-CGH-Technik analysiert (siehe Kapitel 4.5.2). 
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4.5.1 Vergleich der Ergebnisse der konventionellen CGH-Analyse mit den 
Ergebnissen der Array-CGH-Analyse an drei MM-Zelllinien 
Bisher wurden vier Zelllinien anhand der SKY-Analyse beschrieben. Um zusätzliche 
Informationen über Gewinne und Verluste zu erhalten, wurden drei Zelllinien zunächst 
mittels der CGH-Technik analysiert. Bei der hier angewandten konventionellen CGH-
Methode wird Tumor-DNA FITC-markiert (grün) und gesunde Kontroll-DNA mit einem 
roten Fluoreszenzfarbstoff (Texas Red) markiert und auf Metaphasen hybridisiert. Lie-
gen Tumor- und Kontroll-DNA in gleichem Verhältnis vor, entsteht eine Mischfarbe 
(gelbe Fluoreszenz). Grüne Fluoreszenz der Chromosomen deutet auf einen Gewinn 
von Tumor-DNA hin, während rote Fluoreszenz einen Verlust darstellt. Anhand der 
verwendeten CGH-Software werden die Gewinne und Verluste für jedes Chromosom 
graphisch in Form eines Chromosomenprofils dargestellt. Im Anschluss an die CGH-
Analyse wurde die hochauflösende Array-CGH-Technik angewandt. Die Hybridisierung 
fand auf BAC-DNA statt, die auf Objektträger gespottet war (siehe Kapitel 3.6). Durch 
die höhere Auflösung der Array-CGH-Analyse wurden zusätzliche Aberrationen erfasst, 
die mit der konventionellen CGH-Technik nicht detektiert worden sind (siehe Tabelle 
17). Die Auswertung der Array-CGH-Analyse der Zelllinien fand durch das Programm 
„ArrayCyGHt“ statt, welches online erhältlich ist 
(http://genomics.catholic.ac.kr/arrayCGH/). Eine Übersicht über die Profile der Zelllinie 
ANBL-6 ist in Abbildung 14 zu sehen. Abbildung 14 A zeigt die von der CGH-Software 
generierten Chromosomenprofile. Befindet sich das Profil über der roten Seitenlinie 
links vom Chromosom, handelt es sich um einen Verlust, tritt das Chromosomenprofil 
über die grüne Seitenlinie rechts vom Chromosom, wird ein Gewinn angezeigt.  
Ergebnisse   80
 
Abbildung 14: Konventionelle CGH- und Array-CGH-Analyse der MM-Zelllinie ANBL-6. A. 
Ergebnisse der konventionellen CGH-Analyse. Die blaue Linie rechts der Chromosomen stellt 
das Profil der CGH dar, welches links ein Maximum zeigt, wenn ein Verlust von Tumor-DNA 
vorliegt. Ein Maximum nach rechts bedeutet einen Gewinn von Tumor-DNA. Wenn das Profil 
die rote Seitenlinie links vom Chromosom (Verhältniswert kleiner als +0,8) übertritt, handelt es 
sich um eine Deletion. Die grüne Seitenlinie weist auf einen Gewinn hin, der vorliegt, wenn das 
Profil über den Grenzwert von +1,2 tritt. Eine Amplifikation liegt vor, wenn der Wert >2,0 beträgt. 
B. Profil der Array-CGH-Analyse von allen Chromosomen. Die einzelnen BAC-Klone sind als 
Punkte erkennbar. Hier sind die Farben transponiert, d.h. bei einer Deletion (log2-Wert <-0,3) 
tritt das Profil unter die grüne Linie (log2-Wert Verlust <-0,2) bzw. bei einer Amplifikation (log2-
Wert >+0,3) entsteht ein Maximum über der roten Linie (log2-Wert Gewinn >+0,2). Bei den Re-
gionen 1q, 6p, 8p und Chromosom 13 handelte es sich um Deletionen, während Chromosom 2, 
und die Regionen 5qter und 7q amplifiziert waren. 
Übereinstimmungen beider Analysemethoden sind z.B. an den Deletionen von 1p31.1 
und 8pter->p12 zu erkennen. Gemeinsame Gewinne betrafen die Regionen 3p21-> 
p14.1 und 7q, sowie 11q14.3->q25.  
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In Abbildung 15 sind die Ergebnisse der Array-CGH-Analyse für die Zelllinien MM.1S, 
INA-6 und ANBL-6 graphisch dargestellt. Log2-Werte größer als +0,3 (Amplifikation) 
sind in hellgrün zu sehen, log2-Werte zwischen +0,2 und +0,3 (Gewinn) ergeben eine 
dunkelgrüne Färbung. Eine Deletion (log2-Wert kleiner als -0,3) ist in hellrot, ein Ver-
lust (Wert zwischen -0,3 und -0,2) in dunkelrot zu erkennen. Die Bestimmung der Wer-
te ist in Kapitel 3.6.6 erläutert. Werte zwischen -0,2 und +0,2 erhalten eine schwarze 
Färbung. Die Anordnung der Signale läuft von p-Arm zu q-Arm pro Chromosom. Ge-
meinsame Verluste in allen drei Zelllinien waren in der Region 6qter zu finden. Chro-
mosom 13 war in allen drei Zelllinien deletiert, jedoch lag bei MM.1S eine partielle De-
letion vor. In allen Zelllinien wurde eine Amplifikation von 7q22.3->q36.2 beobachtet. 
Geringe Aberrationen zeigten die Chromosomen 19 und 20. In MM.1S und ANBL-6 
traten gemeinsame Verluste der Regionen 1p32 und 9p23->p21.11 auf. Das ganze 
Chromosom 14 war in den beiden Zelllinien deletiert. INA-6 und ANBL-6 zeigten große 
deletierte Bereiche auf Chromosom 6. Die Region 11q23.2->q23.3 wies in beiden Zell-
linien eine Amplifikation auf.  
Chromosom 8 zeigte sehr heterogene Aberrationen. Die Zelllinie MM.1S wies eine De-
letion in den Regionen 8q21.1->q23.3 und 8q24.13->q24.22 auf. INA-6 eine Amplifika-
tion von 8q13.1->q22.3 und einen Verlust von 8pter->p12. In ANBL-6 hingegen wurden 
Deletionen in den Regionen 8pter->p12, 8p22.3->p13.1 und ein Verlust in der Region 
8q24.13->q24.23 detektiert. 
Verluste und Gewinne an Chromosomenregionen, die myelomspezifische Gene enthal-
ten, wurden ebenfalls untersucht. Für die Region 14q32 (IgH-Lokus) wurde in MM.1S 
und ANBL-6 eine Deletion und in INA-6 ein Verlust beobachtet. Die Region 16q23 
(MAF) lag in MM.1S deletiert, in INA-6 verloren und in ANBL-6 amplifiziert vor. Die 
Chromosomenregion 4p16 (FGFR3) wurde in INA-6 als amplifiziert und in ANBL-6 als 
verloren detektiert. Die Region 17p13.1 (TP53) zeigte keine Veränderungen, während 
11q13 (CCND1) in INA-6 amplifiziert, in ANBL-6 deletiert und in MM.1S als verloren 
identifiziert wurde. Bande 12q24, auf der PTPN11 liegt, zeigte eine Deletion in MM.1S 
und ANBL-6.  
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Abbildung 15: Ergebnisse der Array-CGH-Analyse der Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-6 für 
die Chromosomen 1 bis 22. Die Nummerierung jeweils rechts der Graphen bezeichnet die 
Chromosomen. Eine Deletion (log2-Wert kleiner als -0,3) ist in hellrot dargestellt, in dunkelrot 
ein Verlust (log2-Wert zwischen -0,2 und -0,3). Werte zwischen -0,2 und +0,2 sind in schwarz 
zu sehen. Ein Gewinn zwischen +0,2 und +0,3 ist dunkelgrün, eine Amplifikation (log2-Wert 
größer als +0,3) ist in hellgrün dargestellt. Auffallend war bei Chromosom 1 die gemeinsame 
Deletion der Region 1p32.3->p31.1 von MM.1S und ANBL-6, wie auch bei 9p23->p21.2. Chro-
mosom 13 war in allen drei Zelllinien deletiert, wobei die Zelllinie MM.1S eine partielle Deletion 
aufwies. Besondere Heterogenität zeigte Chromosom 8, welches bei ANBL-6 eine Deletion von 
8pter und bei MM.1S eine Deletion von 8q21.1->q23.3 und 8q24.13->q24.22 aufwies, während 
bei INA-6 eine Amplifikation von 8q13.1->q22.3 beobachtet wurde. 
Die detaillierte Zusammenfassung aller Aberrationen, die in CGH- und Array-CGH-
Analyse detektiert wurden, ist in Tabelle 17 zu sehen. Durch zusätzliche Gewinne und 
Verluste, die aufgrund der höheren Auflösung detektiert wurden, ließen sich die Ergeb-
nisse der CGH-Analyse durch Aberrationen der Array-CGH-Analyse erweitern. Ein 
Gewinn ist mit „+“, ein Verlust mit „-“ angegeben.  
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In allen drei Zelllinien wurde ein Gewinn von 7q, ebenso Gewinne an unterschiedlichen 
Regionen von Chromosom 1 und Chromosom 3 erfasst. Verluste wiesen alle Zelllinien 
in der Region 6q auf. Im Allgemeinen ließen sich die durch die CGH-Analyse detektier-
ten Gewinne und Verluste durch die in der SKY-Analyse gefundenen Translokationen 
interpretieren. 
Insgesamt wurden in allen drei Zelllinien mit der Array-CGH-Analyse mehr Verluste 
bzw. Deletionen detektiert als mit der konventionellen CGH-Analyse.  
Die Zelllinie ANBL-6 wies 14 Gewinne und elf Verluste in der konventionellen CGH- 
und acht Gewinne und 19 Verluste in der Array-CGH-Analyse auf. Wie bei INA-6, wur-
den auch bei ANBL-6 weniger Gewinne, aber mehr Verluste durch die Array-CGH-
Analyse im Vergleich zur konventionellen CGH-Methode detektiert.   
Die Zelllinie MM.1S zeigte in der konventionellen CGH-Analyse fünf Gewinne und neun 
Verluste, in der Array-CGH-Analyse wurden neun Gewinne, aber 21 Verluste detek-
tiert. Der Gewinn von 1q21->q41 bei MM.1S ist auch in der SKY-Analyse zu erkennen. 
Die Gewinne von 3q24 und 7q22.1->q35 sind ebenfalls durch die Translokationen (sie-
he Kapitel 4.4.1) zu erklären. Die Gewinne der Zelllinie MM.1S sind beim Vergleich von 
CGH- zu Array-CGH-Analyse relativ unverändert geblieben, allerdings wurden zahlrei-
che zusätzliche Deletionen bzw. Verluste von kleineren Regionen in der Array-CGH-
Analyse identifiziert, wie z.B. der Verlust von 8p22->p21.3 und 8q21.1->q23.3. Die Ver-
luste von 11q13.2->q13.5 und 11q23.2->q24.1 wurden in der konventionellen CGH-
Analyse nicht detektiert. Die partielle Deletion von Chromosom 13 wurde in der kon-
ventionellen CGH-Methode nicht erkannt. 
In der Zelllinie INA-6 wurden durch die konventionelle CGH-Technik neun Gewinne 
und fünf Verluste erfasst, durch die Array-CGH-Analyse wurden sieben Gewinne und 
23 Verluste detektiert. Vier unterschiedliche Regionen auf Chromosom 2 wiesen hier 
Verluste auf, die nur in der Array-CGH-Analyse erfasst worden sind.  
Wie erwartet wurden die Aberrationen durch die hochauflösende Array-CGH-Methode 
präziser eingegrenzt und Unterschiede zwischen Verlusten und Deletionen bzw. Ge-
winnen und Amplifikationen genauer dargestellt. 
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Tabelle 17: Vergleich von konventioneller CGH- und Array-CGH-Analyse. Pro Zelllinie sind die 
Gewinne und Verluste der konventionellen CGH-Analyse (zweite Spalte) und der Array-CGH-
Analyse (dritte Spalte) dargestellt. Starke Abweichungen sind in gelb hervorgehoben. Deutlich 
wurden viele Gewinne und Verluste zusätzlich zur Array-CGH-Analyse, wie bei Chromosom 8 
der Zelllinien ANBL-6 und MM.1S. Außerdem ließen sich die Aberrationen durch die höhere 
Auflösung der Array-CGH-Analyse präziser detektieren und eingrenzen. Die Zelllinie INA-6 wies 
nach Auswertung durch die Array-CGH-Technik vier Bereiche auf Chromosom 2 auf, die verlo-
ren waren, während die konventionelle CGH-Analyse keinen Verlust anzeigte.  
Zelllinie Konventionelle CGH-Analyse Array-CGH-Analyse 
Gewinn Verlust Gewinn Verlust 
+1p36.3->p34.2 -1p31->p13 - 1p32.1->p31.1 
- - - 
2p11.2->q14.3 
2q32.1->q32.2 
+3pter->p21 - 3p14.1->p12.1 - 
- 
-4p15.1->p12 
-4q13->q24 
- 4p16.3->q22.3 
+5q35 -5pter->p14 5q34->qter 
5p15.33->p13.3 
5q31.3->q33.1 
- -6q12->q24 - 6p12.3->qter 
+7 ganz  7q11.22->q36.2  
- -8p21->p12 - 
8pter->p12 
8p22.3->q13.1 
8q24.13->q24.23 
- -9p - 9p23->q21.11 
- - - 10p11.21->qter 
+11q12->q13 
+11q23->q25 
- 11q14.3->qter 11q13.3->q13.4 
+12q13 -12q21->qter 12q12->q14.3 
12pter->p11.22 
12q24.23->qter 
- -13 - 13 ganz 
 -14q21->q31 - 14q23.1->q32.11 
+15q12->q26 - 15q22.31->q25.2 - 
+16p13.3->p12 - 16q23.3->qter 16p12.1->q23.1 
+19p13 -17q11.2->q21 19p13.3-> p13.2 17q24.2->qter 
+20p12->q13.1 - - - 
+21q22 - - - 
ANBL-6 
+22q11.2 - - - 
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Zelllinie Konventionelle CGH-Analyse Array-CGH-Analyse 
Gewinn Verlust Gewinn Verlust 
+1q21.1->q41 -1p22->p11 1q21.1->q42.13 1p32.3->p12 
- -2q35->qter - 2q36.3->qter 
+3q24 - 3q25.2->qter 3p26.1->p21.1 
- - - 
5q11.2->q13.2 
5q35.1->qter 
- -6q23.2->q27 - 6p12.3->q14.1 
6q22.32->qter 
+7q22.1->q35 - 7q22.3->qter 7p22->p21.3 
- -8q21.2->q23.3 - 
8p22->p21.3 
8q21.1->q23.3 
8q24.13->q24.22 
- -9p21.2->p11 - 9p23->p21.2 
- - 10p15.3 ->p12.31 10q23.2->q23.31 
- - - 
11q13.2->q13.5 
11q23.2->q24.1 
- -12q23.3->q24.31 - 12q24.11->q24.31 
- -13q11->q22 - 
13q11->q21.33 
13q31.1->q31.3 
- -14 ganz - 14 ganz 
+19p13.3 -16q22.2->qter - 16q22.1->qter 
MM.1S 
+21q11.2->qter - 21q22.12->q22.3 22q13.2->q13.32 
+1p31.2 
+1q21.1->q23 
- 1p22.3->q22 1q32.3->qter 
- - - 
2p25.3->p22.3 
2p16.3->q11.2 
2q22.2->q24.1 
2q33.2->qter 
+3q26.2 - 3q26.1->q27.2 
3p26.3->p21.31 
3p21.1->q13.11  
+4p16 
-4p14->p10 
-4q 
4pter->p15.31 4p15.31->qter 
- - - 
5p15.33 
5p14.3->qter 
- 
-6q16.3->q22.1 
-6q22.2->q23.1 
- 
6p25.3 ->p12.3 
6p12.3->qter 
+7q21.3->q22.2 
+7q31.32 
- 7q11.22->qter 7p21.3->p21.2 
+8q21.11->q22.1 - 8q13.1->q22.3 8pter->p12 
8q23.1 
- - - 9p24.1->q22.33 
+10p14 - - 10p11.21->qter 
+11q13.1->qter - 
11q13.3->q13.4 
11q23.2->q23.3 
12pter->q12 
12q24.23->qter 
- -13q14.2->q32.2 - 13 ganz 
- - - 14q11.2->qter 
- - - 16p12.3->q24.2 
- - - 17q25.3->qter 
- - - 18 ganz 
INA-6 
- - - 21 ganz 
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4.5.2 Array-CGH-Analyse von 32 Patienten 
Die parallele Analyse einer Gruppe von Patienten mittels SKY- und Array-CGH-
Technik konnte nicht wie vorgesehen durchgeführt werden. Dies war dadurch begrün-
det, dass bei den prospektiv analysierten Patienten im Anschluss an die Kurzzeitkultur 
von aufgereinigten malignen Plasmazellen keine Metaphasen erreicht wurden. Für die 
retrospektiv mittels SKY-Technik analysierten Patienten (Kapitel 4.4.6) war anderer-
seits keine DNA für die Array-CGH-Analyse verfügbar. Wir entschlossen uns, die 
hochauflösende Array-CGH-Analyse als alleinige Methode für das prospektive Material 
einzusetzen. Für diese Technik entfiel die Kultivierung, denn die Patientenzellen wur-
den nach Aufreinigung des Knochenmarkaspirats direkt der DNA-Extraktion unterzo-
gen. 
In Kooperation mit der Klinik und Poliklinik für Innere Medizin IV-
Hämatologie/Onkologie-, Medizinische Fakultät, Martin-Luther-Universität Halle-
Wittenberg (Herr Dr. H.-H. Wolf) und mit der Medizinischen Klinik und Poliklinik I, Uni-
versitätsklinikum Carl Gustav Carus, Technische Universität Dresden (Herr Dr. J. 
Mohm) erhielten wir 50 Patientenproben, aus denen ich die malignen CD138+-
Plasmazellen angereichert habe. Beide Kliniken nahmen an der DSMM-Studie V teil, 
bei welcher die Patienten in zwei Behandlungsarme eingeteilt wurden. Die Patienten in 
der Niedrigrisikogruppe (keine Deletion 13q14) erhielten eine autologe Stammzell-
transplantation und eine Erhaltungstherapie mit PEG-Interferon. Patienten der Hochri-
sikogruppe (Deletion 13q14) erhielten zusätzlich eine allogene PBSCT, falls ein geeig-
neter Fremdspender gefunden wurde. Das Patientenalter betrug höchstens 60 Jahre. 
Unser Ziel war es, eine über die Monosomie 13 hinausgehende Subgruppierung der 
Patienten aufgrund der Aberrationen vorzunehmen, die in der Array-CGH-Analyse de-
tektiert wurden. In die Analyse wurden 32 Patienten (davon 22 bei Erstdiagnose, zwei 
nach Therapie, sieben in Progress, einer in Remission) aufgenommen, aus deren Zel-
len vorher DNA isoliert und amplifiziert worden war. Die DNA-Qualität der restlichen 
Patientenzellen war für eine Analyse unzureichend. Die Amplifikationen und Deletionen 
der Patientenzellen wurden identifiziert und zusammengefasst. Die Darstellung der 
Ergebnisse der Array-CGH-Analyse erfolgte in dieser Arbeit durch die Verwendung 
zweier unterschiedlicher Clusteranalysen.  
Nach Auswertung der Array-CGH-Profile wurden die Ergebnisse mittels hierarchischer 
Clusteranalyse untersucht, wobei vier Subgruppen erstellt wurden (Programm „Gene-
sis“ (Sturn et al., 2002)). Dazu wurde jeder Patient zunächst als ein eigener Cluster mit 
einem Element definiert. Daraufhin wurden in jedem nachfolgenden Schritt die jeweils 
nächsten Elemente zu einem größeren Cluster zusammengefasst. Dabei entstand eine 
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Baumstruktur, die als ein Dendrogramm, siehe Abbildung 16, visualisiert wurde. Auf-
grund der Datensicherheit sind die Bezeichnungen der Patienten fiktiv und entsprechen 
nicht den tatsächlichen Namen. Die waagerechten Abstände entsprechen den tatsäch-
lichen Entfernungen der Cluster voneinander. Patient RI z.B. lag von Patient HÖ am 
weitesten entfernt, was bedeutet, dass die Aberrationen dieser beiden Patienten die 
meisten Unterschiede aufwiesen. Jeweils benachbart liegende Cluster zeigten ent-
sprechend die stärksten Übereinstimmungen in ihren Aberrationen. Amplifikationen mit 
einem log2-Wert >0,3 sind als hellgrüne Rechtecke dargestellt, Deletionen mit einem 
log-2-Wert <-0,3 treten als hellrote Rechtecke auf. Dunkelgrün sind Gewinne mit einem 
log2-Wert zwischen 0,2 und 0,3 und dunkelrot Verluste mit einem log2-Wert zwischen -
0,2 und -0,3 angegeben. Die Bestimmung der Grenzwerte ist in Kapitel 3.6.6 erläutert. 
Im Anschluss an das hierarchische Clustern wurde die so genannte „K-Means-
Clusteranalyse“ mit einer euklidischen Distanz (normale Distanz von zwei Punkten o-
der Vektoren) angewandt. Es wurden beide Clusteranalysen als Kombination verwen-
det, so dass die Anzahl der Cluster (k=4) aus der hierarchischen Clusteranalyse für die 
K-Means-Clusteranalyse vorgegeben war. In der hierarchischen Clusteranalyse gibt es 
kein Clusterzentrum, denn jeder Patient ergibt ein eigenes Cluster. Hier werden also 
nicht Unterschiede zwischen Clusterzentren festgelegt, sondern die Differenzen zwi-
schen den einzelnen Patienten. 
Bei der K-Means-Clusteranalyse wurde jeder Patient dem am nächsten liegenden 
Clusterzentrum zugeordnet. Eine Darstellung der Ergebnisse der K-Means-
Clusteranalyse ist in Abbildung 17 zu sehen. 
Ihren Aberrationen entsprechend wurden die Patienten auf diese Weise in folgende 
Gruppen eingeteilt.  
Die erste Gruppe (türkis: 11 Erstdiagnose, 1 Progress nach Chemotherapie, 1 nach 
Steroidtherapie und 1 Rezidiv nach Bestrahlung) setzte sich aus 14 Patienten zusam-
men, die außer einer Deletion von Chromosom 6 vereinzelt Deletionen von Chromo-
som 13 und wenig restliche Aberrationen zeigten.  
Die zweite Gruppe (gelb: 2 Patienten mit Progress nach Chemotherapie, 1 Erstdiagno-
se) bestand aus 3 Patienten, deren Zellen folgende Aberrationen hatten: Gewinn auf 
Chromosom 3 und Amplifikationen auf 3p31->p21, Chromosom 15 und Chromosom 
19. Chromosom 11 zeigte ebenfalls einen Gewinn, der vorwiegend die Banden 11q22  
->q25 betraf. Zusätzlich wies diese Gruppe vereinzelt Verluste der Chromosomen 1 
(vermehrt 1p34), 6, 7, 8, 12, 13, 16, 17, 20 und 22 auf. 
Eine Deletion von 1 (vorwiegend von 1p31->p12) trat in Gruppe 3 (blau: 5 Erstdiagno-
se-Patienten) auf. Zahlreiche Deletionen zeigte Chromosom 13. Weitere Deletionen 
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betrafen die Chromosomen 8 (vor allem Bande 8q13), 14, 16 und Chromosom 20. Auf 
Chromosom 11 wurde ein Gewinn detektiert, der besonders stark in den Banden 
11q24 und 11q25 auftrat.  
Die vierte Gruppe umfasste 10 Patienten (pink: 5 Erstdiagnose, 3 in Progress, 2 in par-
tieller Remission), die wenig Aberrationen zeigten. 
Obwohl es sich um unterschiedliche Clustermethoden handelte, ergab sich die Reihen-
folge der Patienten in der hierarchischen Clusteranalyse nahezu identisch zur Eintei-
lung der Subgruppen in der K-Means-Clusteranalyse (siehe farbige Hinterlegung der 
Subklassifizierung). Lediglich die Patienten WE und SCHI aus Gruppe 1 wurden beim 
hierarchischen Clustern in den Bereich einer anderen Gruppe zugeordnet als in der K-
Means-Clusteranalyse. Auch in der K-Means-Clusteranalyse wichen WE und SCHI 
aufgrund ihrer Aberrationen stark vom Rest aller Patienten ab. Die Anzahl der Sub-
gruppen allerdings war auf vier begrenzt und so wurden diese beiden Patienten dem 
Clusterzentrum, welches die meisten gemeinsamen Aberrationen aufwies, zugeordnet. 
Hier handelte es sich dabei um Gruppe 1.  
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Abbildung 16: Dendrogramm nach der hierarchischen Clusteranalyse. Die Patienten-Bezeichnungen sind rechts dargestellt. Die blauen Linien markieren 
den Abstand der Cluster zueinander. Unter der Abbildung sind die Chromosomenbanden angegeben. Entsprechend der Aberrationen in den jeweiligen 
Chromosomenbanden stellt ein hellgrünes Kästchen eine Amplifikation dar (log2-Wert >0,3), hellrot stellt eine Deletion dar (log2-Wert <-0,3). Dunkelgrün 
bedeutet einen Gewinn (log2-Wert zwischen 0,2 und 0,3), dunkelrot einen Verlust (log2-Wert zwischen -0,2 und -0,3). Die farbige Hinterlegung der Sub-
klassifizierung folgt der Einteilung der Patienten durch die K-Means-Clusteranalyse (Abbildung 17). Die Patienten RI und HÖ sind am weitesten voneinan-
der entfernt und zeigen die geringste Ähnlichkeit ihrer Aberrationen. Jeweils benachbart liegende Patienten, wie z.B. HE und VO, zeigen große Ähnlichkei-
ten. Die Patienten WE und SCHI wurden aufgrund ihrer abweichenden Aberrationen einem anderen Cluster zugeordnet.  
 
E
rg
eb
nisse
 
 
 
90
 
 
Abbildung 17: Einteilung der Patienten in vier Cluster mittels der K-Means-Clusteranalyse. Türkis: 11 Erstdiagnose, 1 Progress nach Chemotherapie, 
1 nach Steroidtherapie und 1 Rezidiv nach Bestrahlung, gelb: 2 Patienten mit Progress nach Chemotherapie, 1 Erstdiagnose, dunkelblau: 5 Erstdiag-
nose-Patienten, pink: 5 Erstdiagnose, 3 in Progress, 2 in partieller Remission. Unter der Abbildung sind die Chromosomenbanden dargestellt. Auf der 
rechten Seite übereinander sind die Patienten nach Clustern sortiert zu sehen. Deletionen sind in hellrot, Verluste in dunkelrot zu sehen. Amplifikatio-
nen sind in hellgrün zu erkennen, während Gewinne eine dunkelgrüne Farbe ergeben. Die erste Gruppe (türkis) zeigte vor allem eine Deletion von 
Chromosom 6, Gruppe 2 (gelb) wies Gewinne der Chromosomenregionen 3p21->p13 und 11q22->q25 und der Chromosomen 15 und 19 auf. Gruppe 
3 (blau) zeigte Deletionen von 1p31->p12 und von Chromosom 13, während Gruppe 4 (pink) nahezu keine Aberrationen aufwies. 
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Um die Clusteranalyse auswerten zu können, wurden die vollständigen Patientendaten 
benötigt. In Tabelle 18 und Tabelle 19 sind die Patienten mit den wichtigsten Daten 
dargestellt. Da die Patienten teilweise außerhalb der Studie an ihrem Heimatort weiter-
behandelt wurden, liegen einige Daten nur unvollständig vor. Die Farben entsprechen 
der Subklassifizierung der Patienten aus der oben genannten Clusteranalyse. In der 
zweiten Spalte von links ist die Diagnose zum Zeitpunkt der Array-CGH-Analyse dar-
gestellt. Alle Angaben in der Tabelle beziehen sich auf den Zustand der Patienten, der 
zum Zeitpunkt der Analyse des Knochenmarks aktuell war. Lediglich der Verlauf be-
zieht sich auf spätere Zeitpunkte. Die Zeiten für die Therapie sind ebenfalls angege-
ben. Mit der Deletion 13q14 wurde in der Routinediagnostik eine Monosomie 13 detek-
tiert. 
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Tabelle 18: Daten der Patienten aus Gruppe 1 (türkis) und 2 (gelb) mit farblicher Einteilung in 
die unterschiedlichen Gruppen. ED bedeutet Erstdiagnose, PR partielle Remission und CR 
steht für komplette Remission. CTX steht für Chemotherapie. Die Angabe der Deletion 13q14 in 
der Tabelle bezieht sich auf die Daten der Studiengruppe. Rot markiert sind die Patienten mit 
einer Deletion 13q14 (*). 
Patien-
ten 
Diagnose 
Datum 
ED 
Stadium Therapie Verlauf 
Deleti-
on 
13q14 
*WE ED 01/04 MM,III A 
CTX, PBSCT ab-
gebrochen 
03/04-08/04 
Rekurrente 
Aberratio-
nen 
-13q14 
PO ED 02/05 MGUS - - keine 
SCHL ED ? - - - keine 
NO 
nach The-
rapie 
09/96 
Immuno-
zytom 
Steroidtherapie - keine 
HI ED 07/05 Kein MM - - keine 
WEG ED 06/05 MGUS - - keine 
ZI ED 07/05 MM, IIA Ablehnung v. Ther. - keine 
JU Rezidiv 1985 - 
Radiatio 
1985-2005 
- keine 
ME ED 12/04 Eosinophilie - - keine 
*KI Progress 06/00 IIIA 
6x MP 
2000-2005 
- -13q14 
*MU ED 11/04 Kein MM - - -13q14 
*FR ED 01/05 
Reaktive 
Plasmo-
zytose 
Steroidtherapie - -13q14 
RI ED 10/04 MGUS - - keine 
SCHI ED 11/04 MM, IIIA 
PBSCT autolog 
11/04-08/05 
Tod keine 
*HÖ ED 11/04 MM, IA - - -13q14 
*KÖ Progress 07/04 MM, IIIA CTX, ab 09/04 - -13q14 
SCHÖ Progress 04/04 MM, III CTX, ab 06/04 - keine 
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Tabelle 19: Daten der Patienten aus Gruppe 3 (blau) und 4 (pink) mit farblicher Einteilung in die 
unterschiedlichen Gruppen. Rot markiert sind die Patienten mit einer Deletion 13q14 (*). 
Patien-
ten 
Diagnose 
Datum 
ED 
Stadium Therapie Verlauf 
Deletion 
13q14 
*BA ED 03/05 MM, III 
PBSCT allo 
03/05-11/05 
PR -13q14 
JÄ ED 11/04 MM, IIA PBSCT allo 
01/05-09/05 
PR keine 
*WA ED 11/04 MM, IA - - -13q14 
*GÖ ED 09/04 MM, IIIA PBSCT 
10/04-07/05 
- -13q14 
*JA ED 09/03 MM, IIA 
PBSCT allo 
02/05-09/05 
CR -13q14 
*VO Progress ? MM, IIA PBSCT 08/00-06/01 Tod, 11/04 -13q14 
OCK PR 03/04 MM, IIIB 
PBSCT autolog 
04-05/05 
PR/CR keine 
LE ED 05/05 MM, III - - keine 
MEI ED 09/04 MM, III VAD, 09/04-10/04 - keine 
SCHO ED 09/04 MGUS - - keine 
KN Progress ? MGUS/IA 
Dexamethason 
07/05-09/05 
- keine 
HE Progress 03/03 MM, III 
A/Mel/Pred/Tha/Vel 
02/00-03/00 
Tod keine 
PI PR 07/91 MM, III CVP+Mel/Pred TX PR keine 
EG ED 06/04 
Verd. auf 
MM 
- - keine 
SCHU ED 12/04 MGUS - - keine 
Im Anschluss an die Clusteranalyse wurden die Ergebnisse der Tumoren bezüglich 
ihrer myelomspezifischen Aberrationen ausgewertet. 
Die in der Zytogenetik detektierte Deletion 13q14, die einen wichtigen Prognosemarker 
beim MM darstellt, wurde für die elf Patienten (siehe Tabellen 18 und 19, rot markiert 
mit *) bestätigt. In der Array-CGH-Analyse wiesen die Patienten SCHL, NO, HI, JU, 
SCHI, JÄ und SCHU ebenfalls eine Deletion von 13q auf, was aus den Patientendaten 
nicht hervorgeht. Eine detaillierte Darstellung der Regionen, die auf Chromosom 13 
verloren bzw. deletiert waren, erfolgt in Abbildung 19.  
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Bei den Patienten BA, GÖ und KÖ lag eine Deletion von Chromosom 14 vor, bei JÄ, 
WA und KÖ wurde ein Verlust von Chromosom 14 detektiert. Bei EG war die Region 
14qter verloren, in welcher der IgH-Lokus liegt.  
Eine Deletion von Chromosom 16 zeigten die Patienten JÄ, WA und SCHI, während 
BA, EG, HÖ, WE, SCHÖ, KÖ und VO einen Verlust in dieser Region aufwiesen. KN 
zeigte eine Amplifikation des gesamten Chromosoms 16. Bei allen Patienten handelte 
es sich um einen nahezu vollständigen Verlust von Chromosom 16.  
Weitere MM-spezifische Aberrationen, wie die Translokationen t(4;14) und t(11;14) 
konnten nicht detektiert werden, da die meisten Patienten einen Verlust des ganzen 
Chromosoms aufwiesen. 
FGFR3 auf 4p16.3 wurde bei BA als Deletion und bei HÖ, ME, WE, und KÖ als Verlust 
angezeigt. Bei BA, HÖ und KÖ war allerdings das ganze Chromosom 4 betroffen. 
Für die Chromosomenregion 11q13, auf der das Onkogen CCND1 liegt, zeigten die 
Patienten BA, JA und SCHÖ einen Gewinn, während WE eine Deletion und EG einen 
Verlust aufwiesen. Auch hier waren größere Bereiche von Chromosom 11 betroffen. 
Die Region 12q24 (PTPN11) trat bei den Patienten JÄ, JA, HE und KÖ als deletiert und 
bei BA, WE und VO als Verlust auf. Nur BA und VO zeigten Verluste des ganzen 
Chromosoms 12.  
Auf 17p13.1 liegt das Tumorsuppressorgen TP53. Einen Verlust des ganzen Chromo-
soms 17 wiesen die Patienten WE, KÖ, SCHÖ, BA, VO und HE auf.  
Alle der sechs genannten Aberrationen zeigte Patient BA, fünf Aberrationen wiesen KÖ 
und WE auf. Die Patienten JÄ und EG trugen jeweils drei Aberrationen. Dies korrelierte 
mit der hohen Anzahl an restlichen Aberrationen, die diese Patienten aufwiesen. BA 
befand sich in der blauen Gruppe mit den meisten Aberrationen und zeigte auch im 
klinischen Verlauf eine schlechte Prognose (Deletion 13q14). Die Patienten KÖ und 
WE zeigten ebenfalls eine Monosomie 13 und befanden sich im Progress. JÄ und EG 
wiesen keine Monosomie 13 auf. Die Gewinne und Verluste der Chromosomen 4, 11, 
12, 14, 16 und 17 sind in Abbildung 18 detailliert dargestellt. Es handelte sich meistens 
um Gewinne und Verluste bzw. Amplifikationen und Deletionen ganzer Chromosomen, 
die in die folgende Auswertung miteinbezogen sind. In Chromosom 4 wurden fünf Ver-
luste bzw. Amplifikationen in Region 4p15.1->q13.3 detektiert, in Chromosom 11 war 
die Region 11q22.1->qter 5x gewonnen bzw. amplifiziert. Chromosom 12 zeigte sieben 
Verluste bzw. Deletionen der Region 12q23-> q24.2. Bei Chromosom 14 wurden sechs 
Verluste bzw. Deletionen von 14q32 identifiziert. 16p11.2->qter war 9x verloren bzw. 
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deletiert, Chromosom 17 zeigte sechs ganze Verluste und zwei zusätzliche Verluste 
der Region 17q21.3. 
 
Abbildung 18: Darstellung der Gewinne und Verluste der Chromosomen 4, 11, 12, 14, 15 und 
16 der Patientenzellen aus der Array-CGH-Analyse. Hellrote Balken bedeuten Verluste, dunkel-
rote Balken stellen Deletionen dar. Mit hellgrünen Balken sind Gewinne und mit dunkelgrünen 
Balken Amplifikationen bezeichnet. In die folgende Auswertung sind Gewinne/Amplifikationen 
und Verluste/Deletionen ganzer Chromosomen eingeschlossen. Chromosom 4 zeigte fünf Ver-
luste der Region 4p15.1->q13.3 (davon bei 3 Patienten ganzer Chromosomenverlust). Bei 
Chromosom 11 traten die häufigsten Gewinne in der Region 11q22.1->qter auf (5x) (davon bei 
3 Patienten ganzer Chromosomengewinn). Chromosom 12 wies sieben Verluste in der Region 
12q23->q24.2 (davon bei 3 Patienten ganzer Chromosomenverlust) auf und Chromosom 14 
sechs Verluste von 14q32 (davon bei 4 Patienten ganzer Chromosomenverlust). Bei Chromo-
som 16 war 16q11.2->qter neunmal verloren (davon bei 6 Patienten ganzer Chromosomenver-
lust), Chromosom 17 zeigte sechs ganze Verluste und zwei zusätzliche Verluste der Region 
17q21.3. 
Auffallend ist, dass durch die Array-CGH-Analyse bei 18 Patienten (56%) eine Mono-
somie 13 identifiziert wurde, während bei der Analyse durch die Zytogenetik bei nur elf 
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Patienten (34%) eine Monosomie 13 detektiert wurde (siehe Tabellen 18 und 19, rot 
markiert *). Um zu erläutern, welche Regionen des Chromosoms 13 in der Array-CGH-
Analyse als deletiert detektiert wurden, sind die partiellen Monosomien von Chromo-
som 13 in Abbildung 19 dargestellt. Dabei zeigten neun Patienten (50%) eine Mono-
somie des ganzen Chromosoms 13, während neun Patienten (50%) eine partielle Mo-
nosomie aufwiesen. Es stellte sich heraus, dass besonders häufig (in acht von neun 
Patienten) Bande 13q21.1 deletiert war. 
 
Abbildung 19: Darstellung der partiellen Monosomie 13 von neun Patientenproben. Die roten 
Balken zeigen den Bereich des Verlustes an. Hellrote Färbung bezeichnen log2-Werte, welche 
sich zwischen -0,2 und -0,3 befinden. Der rote Balken stellt eine Deletion dar (log2-Wert kleiner 
als -0,3). Deutlich zu erkennen ist Bande 13q21.1 (rote Markierung), die in acht von neun Pati-
enten verloren bzw. deletiert war. 
Im Folgenden sind beispielhaft die Array-CGH-Profile von zwei Patienten gezeigt, die 
in unterschiedliche Cluster aufgeteilt wurden. Abbildung 20 zeigt das Ergebnis der Ar-
ray-CGH-Analyse der Zellen von Patient LE. Dieser Patient befand sich in der Gruppe 
mit den wenigsten Aberrationen (Gruppe 4, siehe Abbildung 17). Die roten Punkte stel-
len die einzelnen BAC-Klone auf dem Array dar, die über das gesamte Genom verteilt 
sind. Auf der X-Achse sind die Chromosomen angegeben, wobei die blauen senkrech-
ten Linien die Grenzen zwischen den Chromosomen darstellen. Auf der Y-Achse sind 
die log2-Werte aufgetragen. Da sich diese Werte um die 0-Linie bewegen, handelt es 
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sich um ein Profil ohne Aberrationen. Die Deletion auf Chromosom X kommt durch den 
XY-Sex-Mismatch zustande, der für jeden Array-Chip als interne Kontrolle durchgeführt 
wurde. Dabei wurde die Kontroll-DNA gegengeschlechtlich zur Tumor-DNA eingesetzt. 
Bei männlichen Patienten erhielt man dadurch eine Deletion des X-Chromosoms, bei 
weiblichen Patienten eine Amplifikation. Auf diese Weise ließ sich die Qualität der Ar-
ray-CGH-Analyse bestimmen und die Grenze bei log2-Werten von 0,3 für Amplifikatio-
nen bzw. -0,3 bei Deletionen festsetzen. 
 
Abbildung 20: Array-CGH-Profil ohne Aberrationen von Patient LE aus Patientengruppe 4 
(pink). In dieser Gruppe befanden sich Patienten, die keine oder weniger als zwei Aberrationen 
aufwiesen. Einzelne BAC-Klone sind als rote Punkte dargestellt. Auf der X-Achse sind von links 
nach rechts die Chromosomen angegeben. Die Y-Achse zeigt die logarithmierten Werte der 
Klone an. Die blauen senkrechten Linien stellen die Grenzen zwischen den Chromosomen dar. 
Das Profil bewegt sich durchgehend um den 0-Wert, somit wurden keine Aberrationen detek-
tiert. Der Verlust von Chromosom X kam durch den XY-Sex-Mismatch zustande, der für jeden 
Chip als interne Kontrolle zur Überprüfung der Hybridisierungsqualität generiert wurde. Dabei 
wurde immer Patienten-DNA versus gegengeschlechtliche Kontroll-DNA hybridisiert. 
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In Abbildung 21 ist ein Beispiel für ein Profil zu sehen, das mehr Aberrationen, wie z.B. 
Gewinne an den Regionen 1q, 3q und Chromosom 9, aufwies. Verluste traten an den 
Chromosomen 13 und 16q auf. Der Patient SCHI wurde anhand der Clusteranalyse in 
Gruppe 1 (türkis) eingeteilt.  
 
Abbildung 21: Profil des Patienten SCHI als Beispiel für mehr als vier Aberrationen. Der Pati-
ent wies eine Monosomie 13 auf. Die Clusteranalyse ergab dennoch eine Zuweisung des Pati-
enten in Gruppe 1 (türkis). In dieser Gruppe befanden sich vor allem Patienten, deren Profile 
Deletionen von Chromosom 6 und Chromosom 13 aufwiesen. SCHI unterschied sich durch die 
zusätzlichen Gewinne an 1q, 3q, und Chromosom 9 von der Gruppe. Da SCHI aufgrund seiner 
Aberrationen keinem Cluster ähnelte, wurde er dem am nächsten liegenden Cluster zugeord-
net, welches Gruppe 1 darstellte.  
Um die Ergebnisse der SKY- und Array-CGH-Analyse für Zelllinien und Patienten ab-
schließend darzustellen, sind diese in Abbildung 22 visualisiert. Bei den schwarzen 
Vierecken handelt es sich um die Bruchpunkte der SKY-Analysen der Zellllinien 
MM.1S, INA-6, ANBL-6 und NCI-H929. Die roten Vierecke bezeichnen Bruchpunkte 
von SKY-Analysen der acht Patienten aus Kapitel 4.4.6. Die schwarzen Balken stellen 
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die Gewinne (rechts vom Chromosom) bzw. die Verluste (links vom Chromosom) der 
Array-CGH-Analysen der Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-6 dar (siehe Kapitel 
4.5.1). Bei den roten Balken handelt es sich um die zusammengefassten Array-CGH-
Ergebnisse der 32 Patienten aus Kapitel 4.5.2. Die blauen Kästchen bezeichnen 
Chromosomenregionen, die besonders häufig in Aberrationen involviert waren, wie z.B. 
16q23 (10x), 14q32 (9x), 1q21 (7x), 8p21 (7x), 8q21 (7x), 11q23 (7x), 6q25->qter (5x), 
7p22 (5x), 1q31 (4x), 6p21 (4x), 9p23 (4x), 12p13->p12 (4x) und 13q21 (4x). Eine aus-
führliche Diskussion dieser Ergebnisse erfolgt in den Kapiteln 5.3 und 5.4. 
 
Abbildung 22: Zusammenfassung der SKY-Bruchpunkte der vier Zelllinien MM.1S, INA-6, 
ANBL-6 und NCI-H929 (schwarze Vierecke) und acht Patienten (rote Vierecke siehe Kapitel 
4.4.6) und der Gewinne und Verluste der Zelllinien (schwarze Linien, siehe Kapitel 4.5.1) und 
32 Patienten (rote Linien, zusammengefasste Ergebnisse, siehe Kapitel 4.5.2). Die blauen 
Kästchen stellen Regionen dar, die besonders häufig in Gewinne und Verluste bzw. Transloka-
tionen involviert sind. Die am häufigsten involvierten Bereiche sind 16q23 (10x), 14q32 (9x), 
1q21 (7x), 8p21 (7x), 8q21 (7x), 11q23 (7x), 6q25->qter (5x), 7p22 (5x), 1q31 (4x), 6p21 (4x), 
9p23 (4x), 12p13->p12 (4x) und 13q21 (4x). 
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4.6 Genexpressionsanalyse der Zelllinien 
Ziel der Genexpessionsanalysen war es, Aussagen über die Zelllinien, für die bereits 
SKY- und Array-CGH-Analysen durchgeführt wurden, auf RNA-Ebene zu treffen. Unter 
Verwendung von Affymetrix U95A-Chips wurden Expressionsanalysen der Zelllinien 
MM.1S, INA-6 und ANBL-6 erstellt. Die Experimente wurden in der Arbeitsgruppe von 
Herrn Dr. Ralf Bargou (Medizinische Klinik und Poliklinik II, Julius-Maximilians-
Universität Würzburg) durchgeführt. Dabei fand die Hybridisierung des U95A Gene-
Chip Microarrays gemäß des Affymetrix Protokolls statt (Affymetrix, Santa Clara, USA). 
Für die Datenanalyse wurde die online erhältliche Software „RMAExpress“ (Bolstad et 
al., 2003) verwendet. Die Auswertung der Daten führte ich mit der Unterstützung von 
Herrn Dr. Alexander Herr an der TU Dresden durch (siehe Kapitel 3.7). 
Abbildung 23 zeigt die Zusammenfassung der Ergebnisse der Expressionsanalyse. 
Dabei wurden die log2-Werte im Bereich von -2 bis +2 angegeben dargestellt. Ab ei-
nem log2-Wert von +0,5 lag Überexpression vor, ab einem log2-Wert von -0,5 handelte 
es sich um fehlende Expression. Werte, die kleiner oder gleich -2 waren, erhielten eine 
hellrote Färbung und Werte, die größer oder gleich +2 waren, sind in grün dargestellt. 
Nullwerte sind in schwarz zu erkennen. Je nach Expressionslevel ergaben sich die 
Farbabstufungen.  
In den drei Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-6 wurden zahlreiche Regionen detek-
tiert, die übereinstimmend entweder eine erhöhte Expression aufwiesen oder deren 
Expression im Vergleich zu Normalgewebe vermindert war. Im Folgenden werden bei-
spielhaft einige ausgewählte Bereiche genannt.  
Gemeinsame Überexpressionen aller drei Zelllinien trat in den Regionen 1p34, 2q33.2 
->q35, 8q13, 9pter, 11q13.2 (log2-Werte zwischen +0,7 und +1,7) und 13q14.11 (log2-
Werte von 0,7 bis 0,8) auf. Die Überexpression der Region 13q14.11 steht hier im Ge-
gensatz zur Deletion 13q14, die beim MM als Prognosemarker verwendet wird und in 
allen drei Zelllinien in SKY- und Array-CGH-Analyse detektiert wurde. Gemeinsame 
nicht exprimierte Bereiche befanden sich in der Region 4q21.1->q22.3 und 9q34.3 
(log2-Werte gleich -1,7). Chromosomenbande 1p36.13 zeigte vor allem in INA-6 und 
ANBL-6 eine starke fehlende Expression (log2-Wert gleich -1,3), aber auch MM.1S 
wies eine verminderte Expression in dieser Region (log2-Wert gleich -0,7) auf. Bei den 
Chromosomen 21 und 22 zeigten MM.1S und ANBL-6 starke Überexpression in den 
Telomerbereichen des q-Arms. Dabei wies MM.1S bei 21qter log2-Werte um +2,0 auf, 
bei 22qter handelte es sich um den Wert 1,0. Bei ANBL-6 wurden log2-Werte von 1,0 
in beiden Chromosomen identifiziert. 
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Abbildung 23: Ergebnisse der Expressionsanalyse der MM-Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-
6. Die Chromosomen sind jeweils auf der rechten Seite eingezeichnet. Die Expressionswerte 
sind als log2-Werte farblich dargestellt, wobei der Minimalwert bei -2 (hellrot) liegt und der Ma-
ximalwert sich bei +2 (hellgrün) befindet. Bei Werten unter -0,5 handelte es sich um herunterre-
gulierte Gene, während Werte über +0,5 eine Überexpression anzeigten. Nicht exprimierte Be-
reiche in allen drei Zelllinien stellten 4q21.1->q22.3 und 9q34.3 dar. Überexpression in allen drei 
Zelllinien trat in den Regionen 1p34, 2q33.2->q35, 9pter, 8q13, 11q13.2 und 13q14.11 auf. Bei 
den Chromosomen 21 und 22 zeigten MM.1S und ANBL-6 starke Überexpression in den Telo-
merbereichen des q-Arms. 
Im Folgenden wurden die Expressionslevel myelomspezifischer Gene untersucht. Der 
IgH-Lokus (14q32) war in allen drei Zelllinien nicht exprimiert. Das Onkogen MAF, wel-
ches durch die Translokation in die Promotorregion des IgH-Lokus aktiviert werden 
kann, zeigte nur in der Zelllinie ANBL-6 Überexpression. In ANBL-6 lag die entspre-
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chende Translokation, die allerdings noch Chromosom X involvierte, vor 
(der(X)t(X;14;16)(p22;q32;q23)). Ein weiterer bekannter Translokationspartner von IgH, 
das FGFR3-Gen auf 4p16.3, zeigte verminderte Expression in allen drei Zelllinien. 
Gemeinsame Überexpression in den drei Zelllinien zeigte sich bei CCND1, welches in 
der Region 11q13 liegt und ein Onkogen darstellt. 
Das Tumorsuppressorgen TP53, welches in der Region 17p13.1 liegt, wies bei MM.1S 
Überexpression auf.  
Das Gen PTPN11 (12q24) war in INA-6 und ANBL-6 überexprimiert. 
Ausgewählte Bereiche, in denen Gene nicht exprimiert bzw. hoch reguliert wurden, 
sind in Tabelle 20 nochmals zusammenfassend dargestellt.  
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Tabelle 20: Überexpression und fehlende Expression von Chromosomenregionen der Zelllinien 
MM.1S, INA-6 und ANBL-6. In Klammern angegeben sind die Megabasen. Überexpression 
zeigten die Chromosomenregionen 1p34, 2q33.2->q35, 8q13->q21.13, 9pter->p13, 11q13.2-> 
13.3 und 13q14.11->q14.2. Gemeinsame nicht exprimierte Bereiche stellten 1p36.13, 9q34.3 
und 14q31.1->q32.12 dar. Übereinstimmende Regionen sind gelb gekennzeichnet. 
Chrom. MM.1S INA-6 ANBL-6 MM.1S INA-6 ANBL-6 
 
Überexpres-
sion 
Überexpres-
sion 
Überexpres-
sion 
Fehlende 
Expression 
Fehlende 
Expression 
Fehlende 
Expression 
1 
1p34.1(4.8-
46.5) 
1q22(151.4-
153.4) 
 
1q42.13 
(223.3-227) 
1p34.2 (39.8-
43.8) 
1q22(151.4-
153.4) 
 
1p34.3 (34.3-
39.8) 
1q22(151.4-
153.4) 
 
1p36.13 (1.56-
2.02) 
1p13.1(69.5 -
84.6) 
1q23.1(153.4-
155.9) 
1p36.13 (1.56-
2.02) 
 
1p36.13 (1.56-
2.02) 
 
2 
2q33.2->q35 
(201,7->216,4) 
2q33.2->q35 
(201,7->216,4) 
2q33.2->q35 
(201,7->216,4) - - - 
3 - 
3p25.3 (8.2-
11.8) 
3p25.1 (13.4-
16.4) 
 3p21 (43.6-
54.4) 
3q22.1->q22.3 
(132.7-140.4) - - - 
4 - - - 
4q21.1 (76.6-
79.2) 
4q21.1-> 
q21.23 (76.6-
87.3) 
4q22.1->q22.3 
(88.4-99.2) 
5 
5q23.1-> 
31.2(114,6- 
137,7) 
5q23.1-> 
31.2(114,6- 
137,7) 
5q23.1-> 
31.2(114,6- 
137,7) 
- - - 
6 - - 
 
- 
6p25.3 (0-2.3) - - 
7 - - - 
7p15.1 (27.7-
30.3) - - 
8 
8q13-> q21.13 
(66,7-80,6) 
8q13-> q21.13 
(66,7-80,6) 
8q13-> q21.13 
(66,7-80,6) 
8q21.3 (87-
93.4) 
8p23.1 (6.2-
12.7) - 
9 
9pter->p13.3 
(35,6-0,7) 
9pter->p13.3 
(35,6-0,7) 
9pter->p13.3  
(35,6-0,7) 
9q34.3 (134,7-
138,3) 
9q34.3 (134,7-
138,3) 
9q13 (67,5-
68,6) 
 9q34.3 
(134,7-138,3) 
10 - - +10p15.3 (0-3) - - - 
11 
11q13.2-> 
q13.3(65,1-
69,9) 
11q13.2-> 
q13.3(65,1-
69,9) 
11q13.2-> 
q13.3(65,1-
69,9) 
- - 
11p14->p12 
(43.4-21.6) 
12 
12q24.3 
(119.2-132.4) - 
12q14.2 (61.4-
63.4) 
12p13.31 (5.3-
10.1) - 
12p13.33 (0-
3.1) 
12q14.2 
13 
13q14.11-> 
q14.2(39,1-
46,9) 
13q14.11-> 
q14.2(39,1-
46,9) 
13q14.11-> 
q14.2(39,1-
46,9) 
13q31.3 (88.8-
93.8) - - 
14 - - - 
14q31.1-> 
q32.12(76,1-
92,7) 
14q32.33 
(103.1-106.3) 
14q11.2 (19-
24.3)  
14q31.1-> 
q32.12(76,1-
92,7)  
14q31.1-> 
q32.12(76,1-
92,7) 
14q32.33 
(103.1-106.3) 
16 - 
16p11.2 (27.6-
34.4) 
16q23 (73.8-
82.7) - - 
-16q13 (55.3-
56.7) 
19 - 19p13.3 (0-6.9) 19p13.2 (6.9-> 12.6) - - - 
20 -           - 
20q13.1 (41.1-
49.2) - - - 
21 
21q22.3 (41.4-
46.9)           - 
21p11.1-> 
q22.12(10,083
5,1) 
21q11.2 - - 
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4.7 Validierung neuer Aberrationen bei MM-Zelllinien durch 
Vergleich von SKY-, Array-CGH- und Expressionsanalyse  
Auf der Basis der Ergebnisse aus SKY-Analyse, Array-CGH-Analyse und Expressions-
analyse wurden nun die Daten für die Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-6 miteinander 
verglichen. Dabei wurde gezielt nach Regionen gesucht, die in Chromosomenbrüche 
einbezogen sind und deren Expressionsmuster auf funktionell aktive Gene hinweist.  
Zunächst wurden die Array-CGH-Profile nach Gewinnen und Verlusten an den Bruch-
punktregionen untersucht, die durch die SKY-Analyse detektiert worden waren. Trat ein 
Gewinn oder Verlust an der Bruchpunktregion auf, lag eine unbalancierte Translokation 
vor. Zusätzlich wurde diese Region von 1-10 Mb (SKY) auf 0,6-1 Mb (hochauflösende 
Array-CGH) eingeengt. Anschließend wurde das Expressionsprofil nach Gewinnen 
oder Verlusten an denselben Regionen analysiert. Wir fanden acht Bruchpunkte 
(Translokationen) in allen Zelllinien insgesamt, die auch Gewinne und Verluste in Ar-
ray-CGH-Analyse und Expressionsanalyse zeigten.  
In Tabelle 21 sind speziell diese Aberrationen dargestellt. Die Gene in den einzelnen 
Bruchpunktregionen wurden anhand des UCSC Genome Browsers 
(http://genome.ucsc.edu/) evaluiert und sind in der rechten Spalte der Tabelle darge-
stellt. Eine ausführliche Diskussion einiger dieser Gene erfolgt in Kapitel 5.6. 
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Tabelle 21: Bekannte Gene an Bruchpunkten der acht dargestellten Translokationen der Zellli-
nien MM.1S, INA-6 und ANBL-6. Bei den Genen handelt es sich um Onkogene, die auch beim 
MM eine Rolle spielen könnten. 
Zelllinien Translokationen Bruchpunkte Gene 
6p25.3 CTAG3,  der(6)t(6;12)(p25.3;q24.31) 
12q24.31 CDK2AP1, PAH 
8q21.3 NBS1, RAD54, TPD52 der(8)t(8;13)(q21.3;q31.3) 
 13q31.3 SLITRK6, GPC6 
1q21 IL6R, MCL1 
MM.1S 
der(21)t(1;21)(q21;p11.2) 
21q11.2 - 
3p21 HNPCC2, RCC1, TUSC2; 
HYAL2 
INA-6 der(3)t(3;19)(p21;p13) 
19p13 GPR54, SAFB, DNMT1, 
STK11 
Xp22 MLLT1, MAGEB6 
14q32 IgH 
der(X)t(X;14;16)(p22;q32; 
q23) 
 
16q23 MAF 
11p12->p14 WT1, AN2, DDB2, FOLH1 der(12)t(11;12)(p12~p14;q14
.2)&dup(12)(q11.2->q14.2) 12q14.2 MDM2 
19p13 GPR54, SAFB, DNMT1, 
STK11 
der(20)t(19;20)(p13.3;q13.1) 
 
20q13 BCAS1, TNFRSF6B, V-SRC, 
SOX18 
4q22.3 FGF5, LEF1, MLLT2, 
NFκBp105, BMPR1  
ANBL-6 
 
der(9)t(4;9)(q22.3;q13) 
9q13 FRDA, TJP2 
Die unbalancierte Translokation t(6;12)(p25.3;q24.31) in der Zelllinie MM.1S korrelierte 
mit einer verminderten Expression auf 6p25.3 und einer fehlenden Expression auf 
12q24.3. Das Array-CGH-Profil wies einen Verlust auf 12q24.3 aus. 
An der Bruchpunktregion 8q21.3 von Translokation t(8;13)(q21.3;q31.3) (in MM.1S, 
unbalanciert) wurde im Expressionsprofil eine fehlende Expression und im Array-CGH-
Profil ein Verlust beobachtet. Zusätzlich waren die Gene auf 13q31.3 im Expressions-
profil vermindert exprimiert. 
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In MM.1S wurde die unbalancierte Translokation t(1;21)(q21;p11.2) detektiert, an deren 
Bruchpunkt 1q21 die Array-CGH-Analyse einen Gewinn und das Expressionsprofil eine 
fehlende Expression aufwies. Am Bruchpunkt 21p11.2 zeigte das Array-CGH-Profil 
einen Gewinn, die Expression hingegen war normal. 
In INA-6 wurde eine unbalancierte Translokation detektiert: der(3)t(3;19)(p21;p13.3). 
Gene in den Bruchpunkten 3p21 und 19p13.3 waren in der Expressionsanalyse über-
exprimiert.  
In der Zelllinie ANBL-6 wurden vier Translokationen gefunden. Der Bruchpunkt auf 
Xp22 der unbalancierten Translokation der(X)t(X;14;16)(p22;q32;q23) korrelierte mit 
Verlusten in Array-CGH-Analyse und verminderter Expression, während die Bande 
14q32 in beiden Analysemethoden verloren bzw. vermindert exprimiert war. 16q23 
hingegen trat in der Array-CGH-Analyse als Gewinn und in der Expressionsanalyse als 
überexprimiert auf. 
Die Analyse der Translokation der(12)t(11;12)(p12~p14;q14.2) (unbalanciert) in ANBL-
6 wies Unterschiede zwischen Array-CGH- und Expressionsprofil auf, denn die Ex-
pressionsanalyse zeigte eine verminderte Expression der Region 11p13, während die 
Array-CGH-Technik einen Gewinn anzeigte. Auf 12q14.2 wurde eine fehlende Expres-
sion in der Expressionsanalyse und ein Verlust in der Array-CGH-Analyse detektiert. 
Am Bruchpunkt 19p13.3 der unbalancierten Translokation der(20)t(19;20)(p13.3;q13.1) 
in ANBL-6 wurde ein Gewinn im Array-CGH-Profil und Überexpression im Expressi-
onsprofil gefunden. Im Bruchpunkt 20q13.1 trat ebenfalls ein Gewinn bzw. Überex-
pression in beiden Analysemethoden auf.  
Eine weitere unbalancierte Translokation war z.B. der(4)t(4;9)(q22.1;q13) in der Zellli-
nie ANBL-6. Der Lokus 4q22 war bisher nur beim Adenokarzinom bekannt und zeigte 
eine verminderte Expression im Expressionsprofil und einen Gewinn im Array-CGH-
Profil. Für 9q13 wurde der gleiche Unterschied in den Analysemethoden detektiert. 
4.8 Analyse der unbalancierten Translokationen 
der(8)t(8;13)(q21.3;q31.3) und der(4)t(4;9)(q22.3;q13) durch 
die FISH-Technik 
Aus Gründen, die in Kapitel 5.7 ausführlich erläutert werden, haben wir uns bei der 
Bruchpunktanalyse auf die unbalancierte Translokation der(9)t(4;9)(q22.3;q13) der 
Zelllinie ANBL-6 und auf die unbalancierte Translokation der(8)t(8;13)(q21.3;q31.3) der 
Zelllinie MM.1S konzentriert. Dazu wurden entsprechende BACs an den Bruchpunktre-
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gionen ausgewählt und auf Metaphasechromosomen der Zelllinien MM.1S und ANBL-6 
hybridisert. Abbildung 24 zeigt die FISH-Kartierung dieser Bruchpunkte am Beispiel 
von zwei Metaphasen. 
In MM.1S (Abbildung 24 A.) analysierten wir in Chromosomenbande 13q31.3 der unba-
lancierten Translokation der(8)(8;13)(q21.3;q31.3) einen Bruch zwischen 92,0166 Mb 
und 92,1295 Mb unter Verwendung der BACs RP11-80B16 (TMR, rot, zentromerisch) 
und RP11-62D23 (FITC, grün, telomerisch). In Cy5.5 (türkis) ist 13qter dargestellt, 
während 8pter Cy5-markiert ist (gelbe Färbung). Ein normales Chromosom 13 mit bei-
den BACs (rot und grün) ist zu erkennen. Das aberrante Chromosom (roter Pfeil) weist 
nur das Hybridisierungssignal des telomerisch liegenden BACs (grün) auf. Somit liegt 
der Bruchpunkt im Bereich zwischen beiden BACs. In dieser Region ist das Gen GPC6 
(Glypican 6) lokalisiert, das eine verminderte Expression zeigte. Das benachbart lie-
gende Gen Glypican 5 wies im Expressionsprofil ebenfalls verminderte Expression auf. 
In ANBL-6 (Abbildung 24 B.) detektierten wir in Chromosomenbande 4q22.3 der unba-
lancierten Translokation der(4)t(q22.3;q13) einen Bruch zwischen 95,078 Mb und 
96,588 Mb. Der Bruch ereignete sich zwischen BAC RP11-16I17 (Cy5, gelb), der 
zentromerisch vom Bruchpunkt liegt und BAC RP11-10L11 (TMR, rot), der telomerisch 
vom Bruchpunkt liegt. Chromosomenregion 4qter ist Cy5.5-markiert (türkis) und 9pter 
ist FITC-markiert (grün). Man erkennt vier normale Chromosomen 4 mit beiden Hybri-
disierungssignalen der BACs (rot und gelb) und ein normales Chromosom 9. Das 
translozierte Chromosom (roter Pfeil) weist nur ein Signal des telomerisch liegenden 
BACs in rot auf, was bedeutet, dass der Bruch in der Region zwischen oben genannten 
BACs liegen muss. In dieser Region befindet sich das Gen BMPR1B (bone morphoge-
netic protein receptor 1B). In der Expressionsanalyse war eine verminderte Expression 
dieses Gens zu erkennen.  
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Abbildung 24: FISH-Kartierung der Bruchpunkte 4q22.3 von ANBL-6 und 13q31.3 von MM.1S. 
A. Die Zelllinie MM.1S zeigte einen Bruch zwischen zentromerischem (in TMR, rot) und telome-
rischem (grün, FITC) BAC auf 13q31.3. Chromosom 13 ist an der Cy5.5-Markierung (türkis) von 
13qter zu erkennen, Chromosom 8 wurde an 8pter Cy5-markiert (gelb). Auf dem normalen 
Chromosom 13 sind die benachbarten BACs in rot (RP11-80B16 in TMR, zentromerisch) und 
grün (RP11-62D23 in FITC, telomerisch) vorhanden (schwarzer Pfeil). Bei der unbalancierten 
Translokation t(8;13)(q21.3;q31.3) (roter Pfeil) erkennt man nur den telomerischen BAC in grün, 
was bedeutet, dass im Bruchpunkt 13q31.3 der Bruch zwischen den benachbart liegenden 
BACs (siehe oben) zu finden war. B. ANBL-6 wies vier normale Chromosomen 4 auf, die durch 
eine Cy5.5-Markierung von 4qter (türkis) gekennzeichnet sind (schwarze Pfeile). Chromosom 9 
ist durch 9pter in FITC (grün) markiert (blauer Pfeil). Auf 4q22.3 lag zentromerisch BAC RP11-
16I17 (Cy5, gelb) und telomerisch BAC RP11-10L11 (TMR, rot). Das translozierte Chromosom 
4 (roter Pfeil) enthält auf 4q22.3 nur noch ein Signal des telomerisch liegenden BACs in gelb, 
was bedeutet, dass genau zwischen den beiden BACs der Bruch stattgefunden hat.  
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5 Diskussion 
Zur Untersuchung Multipler Myelome wurden mittels SKY-, CGH- und Array-CGH-
Analysen MM-Zelllinien und Primärmaterial von 32 Patienten analysiert.  
Als Voraussetzung für die optimale Auswertung der FISH-, SKY- und CGH-
Experimente wurde zunächst ein Antibleichmittel hergestellt (siehe Kapitel 4.1), wel-
ches hier nicht weiter diskutiert wird. Um das Proliferationsverhalten der MM-Zelllinie 
INA-6 zu untersuchen, wurden Zellkulturversuche von INA-6 in Kokultur mit Stromazel-
len durchgeführt. Die Ergebnisse werden in Kapitel 5.1 erörtert. Zur Detektion von 
Translokationen wurden SKY-Analysen der Zelllinien MM.1S, INA-6, ANBL-6, NCI-
H929 und von archiviertem Patientenmaterial erstellt. Für die Evaluierung von Verän-
derungen auf DNA- und RNA-Ebene wurden die Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-6 
unter Verwendung der CGH-, Array-CGH- und Expressionsanalyse untersucht. Zur 
Identifizierung von Gewinnen und Verlusten an Primärmaterial wurden Tumorzellen 
von 32 Patienten anhand der Array-CGH-Methode analysiert und die Ergebnisse aus-
gewertet. 
5.1 Analyse des Proliferationsverhaltens der MM-Zelllinie  
INA-6 
Aus publizierten Daten war bekannt, dass es verschiedene Signalwege gibt, die Mye-
lomzellen zur Proliferation nutzen. Außer des bekannten Wachstumsfaktors IL-6 ver-
wenden Myelomzellen den JAK/STAT- und den MEK/ERK- Signalweg (Chatterjee et 
al., 2004) für Überleben und Proliferation. Besonders spielt bei der Verwendung dieser 
Signalwege der Kontakt zu benachbarten Zellen im Körper eine Rolle. Im Knochen-
mark stehen die malignen Plasmazellen mit Stromazellen in einem ständigen Aus-
tausch. Um zu testen, inwiefern sich der Kontakt zu Stromazellen auf die Proliferation 
der Myelomzelllinie INA-6 auswirkt, wurden Zellkulturversuche mit diesen Zellen gene-
riert. Zusätzlich wurde in einem weiteren Versuch die Wirkung des IL-6-
Rezeptorblockers Sant7 untersucht. Dabei wurde getestet, unter welchen Kulturbedin-
gungen INA-6-Zellen auch ohne IL-6 noch proliferationsfähig sind.  
Die Zellkulturversuche aus Kapitel 4.2.2, die die Kultivierung von INA-6 mit und ohne 
Zugabe des IL-6-Rezeptorblockers Sant7 beinhalteten, verdeutlichen, dass die Zellen, 
die nur IL-6 erhalten haben, durch die Rezeptorblockade das größte Wachstumsdefizit 
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aufwiesen. Am wenigsten nahm Sant7 Einfluss auf das Wachstum der INA-6-Zellen, 
die zusammen mit Stromazellen kultiviert wurden. Bei Kultivierung in superkonditionier-
tem Medium sank die Zellzahl lebender Zellen innerhalb der 72 h von 1 x 105 auf 7 x 
104. Unter Verwendung von  konditioniertem Medium verlief die Zellzahl rückläufig, 
wenn Sant7 zugegeben wurde. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass IL-6 eine über-
geordnete Rolle für die Proliferation und das Überleben von INA-6 spielt, wenn der 
Kontakt zu den Stromazellen fehlt und auch im Medium keine Signalstoffe von Stroma-
zellen enthalten sind, auf welche die MM-Zellen zurückgreifen können.  
Sant7 könnte dennoch eine entscheidende Rolle in der Therapie von MM spielen, da 
es den inhibitorischen Effekt auf die Proliferation von MM-Zellen von Dexamethason 
(Dex) und All-Trans-Retinol-Säure (ATRA) dramatisch erhöht (Honemann et al., 2001). 
Tassone et al. (Tassone et al., 2005) zeigten anhand eines Mausmodells, dass nur die 
Kombination von Sant7 mit Dexamethason aber nicht mit ATRA zu einer Reduzierung 
der Expressionslevel von Proliferations- und Zellzyklusgenen und zur Überexpression 
von apoptotischen Genen und damit zum Zelltod führte. Deshalb sollte in weiteren Ver-
suchen der therapeutische Effekt von Sant7 bei IL-6-unabhängigen Zelllinien und in 
Verbindung mit Dex und ATRA getestet werden. 
Diese Erkenntnisse stimmen mit den Ergebnissen der in dieser Arbeit vorgestellten 
Zellkulturversuche überein, die ergaben, dass der IL-6-Signaltransduktionsweg durch 
andere Pathways wie z.B. den JAK/STAT bzw. den MEK/ERK-Signalweg ersetzt wer-
den kann, die den Zellen nur in Verbindung mit dem Knochenmark (Stromazellen) zur 
Verfügung stehen. 
Für die Therapie würde dies bedeuten, dass mehrere Signalwege gleichzeitig durch 
Inhibitoren, wie z.B. Sant7, blockiert werden müssen, um das Multiple Myelom voll-
ständig zur Remission zu bringen. 
5.2 Die Schwierigkeit der Proliferationsstimulation von 
Primärzellen in Kultur 
Bisher ist es noch nicht gelungen, primäre Zellen des Multiplen Myeloms in Kultur zur 
Proliferation zu stimulieren. Da den Myelomzellen in vitro im Kulturgefäß der enge Kon-
takt zu Stromazellen und den übrigen Zellen des Knochenmarks fehlt, arretieren sie 
und gehen nach kurzer Zeit in die Apoptose. Routinemäßig werden Myelomzellen mit 
den restlichen mononukleären Zellen des Knochenmarks kultiviert, jedoch ist dadurch 
die Verdünnung mit gesunden Zellen sehr hoch. Es werden so überwiegend normale 
Metaphasen erreicht, obwohl Tumorzellen kultiviert wurden, die mit sehr hoher Wahr-
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scheinlichkeit genetische Aberrationen aufweisen. Unser Ziel war es deshalb, maligne 
Plasmazellen von Patienten aus dem Knochenmarkaspirat aufzureinigen und diese 
durch Einsatz geeigneter Medien und Wachstumsfaktoren sowie in Kokultur mit Stro-
mazellen in vitro zur Proliferation zu stimulieren. Aus den getesteten Konditionen wur-
den dafür die optimalen Bedingungen (siehe Kapitel 4.3) ermittelt. Bei den nachfolgen-
den Versuchen mit primären Tumorzellen ist es trotz Verwendung von superkonditio-
niertem Medium, unterschiedlichen Wachstumsfaktoren und Chemikalien zur vorzeitli-
chen Chromosomenkondensation (PCC) nicht gelungen, Metaphasen zu erhalten. Die 
zuverlässige Proliferation kann wahrscheinlich nur eine Kokultur mit Stromazellen ge-
währleisten. Jedoch müsste dann anschließend eine Trennung der Plasmazellen von 
den Stromazellen durch eine Säule oder mittels FACS erfolgen, welches die Metapha-
sezellen zerstören könnte. Ich habe dieses Verfahren nicht verwendet, da aus zerstör-
ten Metaphasezellen keine Chromosomen präpariert werden können und eine SKY-
Analyse nicht möglich ist. 
Vor kurzem wurde bekannt, dass gerade die CD138-/CD34--Fraktion die Vorläufer der 
MM-Zellen darstellen, die noch proliferationsfähig sind (Matsui et al., 2004). Eine Auf-
reinigung wurde beispielhaft in der Arbeit an einigen Patienten getestet, indem die 
CD138--Zellen weiterverarbeitet wurden. Eine CD138+/CD34+-Depletion mit einer an-
schließenden Anreicherung von CD38+-Zellen könnte ermöglichen, eine entsprechen-
de Vorläufer-Fraktion zu gewinnen. Um die B-Lymphozyten zu entfernen, erfolgte an-
schließend eine CD3+-Depletion. Letztendlich wurde eine undefinierte Zellpopulation 
erhalten, welche den Vorläufer der malignen Plasmazellen darstellt. Anhand von Ober-
flächenmarkern und der Fähigkeit der Zellen, zu malignen CD138+-Zellen auszudiffe-
renzieren, wurde bestätigt, dass es sich tatsächlich um Vorläuferzellen handelte. Diese 
könnten sich dann zu mehreren malignen Zellklonen entwickeln. Da der genaue Zeit-
punkt und Ablauf der Entartung immer noch unbekannt sind, bleibt offen, ob die Vorläu-
ferzellen bereits die genetischen Marker tragen, die von prognostischer Bedeutung 
sind, wie z.B. die Monosomie 13. In Testexperimenten habe ich diese Methode der 
Aufreinigung an einigen Patienten angewandt. Da aber die Zellzahl aufgrund des limi-
tierten Patientenmaterials nach einer solchen Aufreinigung sehr gering war, habe ich 
diese Strategie nicht weiter verfolgt. 
Eine einheitliche SKY-Analyse für die Primärtumoren der Patienten parallel zur Array-
CGH-Analyse (Kapitel 5.4) war somit nicht möglich.     
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5.3 SKY-Analyse von MM-Zelllinien und primären MM 
Die SKY-Analyse stellt eine geeignete Methode dar, chromosomale Aberrationen mit 
einer Auflösung von 1-10 Mb zu detektieren. Es ist durch diese Technik möglich, ba-
lancierte Translokationen zu erkennen, die mit anderen Methoden nicht erfasst werden. 
Zunächst wurde die SKY-Analyse an den Myelomzelllinien MM.1S, INA-6, ANBL-6 und 
NCI-H929 durchgeführt. Die genannten Zelllinien stellen Organismen dar, die häufig in 
MM-Studien verwendet werden. Es ist z.B. bekannt, dass der Insulin-like growth factor-
1 (IGF-I) in der Zelllinie MM.1S Migration induziert, indem der Phosphatidylinositol 3’-
kinase/AKT-Signalweg verwendet wird (Tai et al., 2003). Die Zytokine IL-6 und IGFI 
spielen ebenso eine Rolle in der Chemotherapie, da sie die Dexamethason-induzierte 
Herunterregulierung der Telomeraseaktivität und Apoptose aufheben (Akiyama et al., 
2002). Die Zelllinie INA-6 wurde unter anderem als zytokin-reguliertes Tumormodel für 
Plasmozytome verwendet (Burger et al., 2001). Neue Therapiestrategien, wie z.B. der 
Proteasomeninhibitor Bortezomib, wurden zuerst an Zelllinien getestet (Pei et al., 
2003). Durch unsere Kooperation mit Herrn Dr. med. Bargou (Medizinische Klinik und 
Poliklinik II, Julius-Maximilians-Universität Würzburg) wurde uns die Zelllinie INA-6 zur 
Verfügung gestellt. Mittels SKY-Analysen war es uns möglich, Bruchpunkte zu detek-
tieren und diese Daten mit den Expressionsdaten der Arbeitsgruppe Dr. Bargou zu 
korrelieren.   
5.3.1 Detektion von 41 Translokationen in vier Myelomzelllinien durch die 
SKY-Analyse 
Mittels der SKY-Technik detektierte ich insgesamt 41 Translokationen in allen vier Zell-
linien. Neun unbalancierte Translokationen wurden in MM.1S und sieben Translokatio-
nen (sechs unbalanciert, eine balanciert) in INA-6 erfasst. 20 unbalancierte Transloka-
tionen traten in der fast tetraploiden Zelllinie ANBL-6 auf, während NCI-H929 fünf un-
balancierte Translokationen aufwies. Beim Betrachten der nahezu tetraploiden Zellli-
nien ANBL-6 und INA-6 fiel auf, dass 60% bzw. 71% der Translokationen in nur einem 
Chromosom der vier homologen Chromosomen auftraten. Die anderen homologen 
Chromosomen zeigten unterschiedliche Aberrationen, was auf die Entwicklung der 
Tetraploidie hinweist. Diese muss sich also ereignet haben, bevor die Translokationen 
entstanden sind. Jelinek et al. (1993) veröffentlichten, dass ANBL-6 sowohl fast diploi-
de als auch fast tetraploide Klone aufwies. Sie nahmen an, dass sich die fast tetraploi-
den Klone aus den fast diploiden Klonen an einem unbekannten Zeitpunkt der Pro-
gression entwickelt haben. Die Zelllinie ANBL-6, die in dieser Arbeit untersucht wurde, 
zeigte ausschließlich fast tetraploide Zellen. Dies korreliert mit der Hypothese, dass die 
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tetraploiden Zellen einen Wachstumsvorteil gegenüber den diploiden Zellen aufweisen 
(Jelinek et al., 1993a).  
Im Folgenden werden die Aberrationen der Zelllinien eingehender diskutiert. 
Monosomien des Chromosoms 13 bzw. Deletionen und fehlende Expressionen in den 
Regionen 13q14 (Gen RB1) und 17p13 (Gen TP53) sowie Translokationen mit dem 
IgH-Lokus (14q32) und Chromosom 4 wurden in der Vergangenheit als schlechte 
Prognosemarker identifiziert, während die Translokation t(11;14) für eine gute Progno-
se steht (Fonseca et al., 2003). 
In der Literatur wurde beschrieben, dass die Häufigkeit von Duplikationen der Chromo-
somenarme 9q und 11q umgekehrt proportional zum Auftreten der Translokationen mit 
14q und zum Fehlen der Expression in der Region 13q14 ist (Liebisch et al., 2005). Ich 
wies jedoch in drei Zelllinien (INA-6, ANBL-6 und NCI-H929) eine Monosomie 13 und 
eine Duplikation von 11q nach. Zwei Zelllinien (INA-6 und ANBL-6) zeigten zusätzlich 
die Translokation t(v;14). Somit wird die umgekehrte Proportionalität zwischen der 
Duplikation des Chromosomenarmes 11q und der Translokation von 14q bzw. der Mo-
nosomie 13 in drei von vier Zelllinien nicht bestätigt. Nur die Zelllinie MM.1S wies die 
Monosomie 13 und die Translokation t(14;16) ohne Duplikation der Chromosomenar-
me 9q oder 11q auf. Ob der Duplikation der Region 1q in MM.1S und NCI-H929 eine 
vergleichbare Bedeutung zukommt, kann hier nicht beurteilt werden. In den mit der 
SKY-Analyse untersuchten primären Tumoren der Patienten 2 und 8 wurden Translo-
kationen mit 14q detektiert, sie zeigten hingegen keine Monosomie 13 (siehe Kapitel 
4.4.6). In keinem der Patienten wurden Duplikationen von 9q und 11q detektiert. Im 
Vergleich mit den Patientendaten aus der Array-CGH-Analyse (siehe Kapitel 4.5.2) 
wurden Amplifikationen von 9q und 11q in drei Patienten (KÖ, BA und JÄ)  identifiziert, 
von denen zwei zusätzlich eine Monosomie 13 aufwiesen. Somit traf der von Liebisch 
beschriebene, inverse Zusammenhang hier ebenfalls nicht zu.  
Aus publizierten Daten ist bekannt, dass ein hypodiploider Karyotyp mit einem aggres-
siven Wachstum einhergeht (Smadja et al., 2001, Smadja et al., 2003a). Für die Zellli-
nie MM.1S traf dies zu, da sie ebenfalls hypodiploid war, eine Monosomie 13, keine 
Translokation t(11;14) aufwies und aggressives Wachstum zeigte. Die Verdoppelungs-
zeit von MM.1S betrug 30 Stunden, während die Zelllinie NCI-H929, die ebenfalls hy-
podiploid war, eine Verdoppelungszeit von 50 Stunden benötigte.  
Ein weiterer Marker für fortschreitende Pathogenese könnte auch die Instabilität von 
Bande 1q12->q23 darstellen (Le Baccon et al., 2001, Sawyer et al., 2005). Die Zellli-
nien INA-6 und ANBL-6 zeigten Gewinne im Bereich von 1q. In der Zelllinie NCI-H929 
fand offensichtlich zuerst eine Duplikation von 1q11->q25 statt und anschließend wur-
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de dieses Stück von Chromosom 1 in Chromosom 10 inseriert. Bei MM.1S kann man 
von einer Ganzarm-Translokation sprechen. 1q wurde erst dupliziert, bevor die peri-
zentromerische Region von 1q mit der Zentromerregion von Chromosom 21 ver-
schmolzen ist. Unsere Daten bestätigen damit, dass diese Instabilität als „springende 
segmentale Duplikation“ betrachtet wird (Sawyer et al., 2005).  
Um Aussagen für primäre Tumorzellen von Patienten bei der Diagnosestellung zu tref-
fen, könnte man in zukünftigen Analysen das Auftreten einer springenden Duplikation 
zusammen mit Hypodiploidie untersuchen, da beides schlechte Prognosemarker sind. 
Besonders Chromosom 1 spielt dabei eine Rolle. Um Interphasezellkerne zu untersu-
chen, muss eine Sonde generiert werden, die die Region 1q12->q23 auf dem langen 
Arm von Chromosom 1 darstellt. Ploidie-Messungen mittels Durchflußzytometrie könn-
ten in die Routineuntersuchungen von MM-Patienten aufgenommen werden. 
5.3.2 Einteilung von acht Patienten in drei Gruppen durch die SKY-
Analyse 
Da uns die prospektive SKY-Analyse an aufgereinigten Patientenzellen nicht möglich 
war, ich jedoch die Translokationen der vier Myelomzelllinien mit denen von Primärzel-
len vergleichen wollte, führte ich die Untersuchung an archiviertem Material durch. Die 
Präparate und die Patientendaten wurden uns von Frau Dr. Petra Zschieschang (Insti-
tut für Medizinische Genetik, Charité - Universitätsmedizin Berlin, Campus Virchow 
Klinikum) zur Verfügung gestellt. Die Patientenzellen waren nach der Knochenmarks-
aspiration nicht aufgereinigt worden, was zur Folge hatte, dass in nur acht analysierten 
Präparaten aberrante Zellen detektiert wurden. 
Die Ergebnisse zeigten deutlich, dass sich eine Korrelation zwischen der Anzahl der 
Aberrationen bzw. der Ploidie und der Diagnose bzw. Prognose feststellen ließ. Auf-
grund der Aberrationen und der Ploidie ergab sich eine Einteilung der Patientenzellen 
in hypodiploide (50% der Patienten), die in 75% der Patienten Translokationen mit den 
Chromosomen 7 und 16 aufwiesen, diploide (37,5% der Patienten) und hyperdiploide 
(12,5% der Patienten) Karyotypen. Die diploide Gruppe zeigte gemeinsame Aberratio-
nen von Chromosom 13, während die hyperdiploide Gruppe keine strukturellen Aberra-
tionen aufwies. San Miguel et al. zeigten 1996, dass hyperdiploide Karyotypen eine 
bessere Prognose als diploide Karyotypen besitzen. Die schlechteste Prognose wiesen 
Patienten mit hypodiploidem Karyotyp auf. 
1. Patient 5 z.B. hatte ein Plasmozytom im Stadium IIIB, trug eine Monosomie 13 
und war hypodiploid, was für eine schlechte Prognose spricht. Aus publizierten 
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Daten ging bislang hervor, dass besonders hypodiploide Karyotypen mit einer 
schlechten Prognose einhergehen (Smadja et al., 2001). Patient 3 wies auch 
eine Monosomie 13 auf und war hypodiploid. Patient 1 war Erstdiagnosepatient, 
wies Hypodiploidie, eine Monosomie 13 und zahlreiche Aberrationen auf. Bei 
Patient 8 trat die Hypodiploidie allerdings nicht gemeinsam mit einer Monoso-
mie 13 auf. Die zahlreichen strukturellen Aberrationen deuten jedoch auf eine 
schlechte Prognose hin. 
2. Patient 6 (diploid) zeigte keine Monosomie 13 und die wenigsten Aberrationen. 
Die geringe Anzahl an Aberrationen korrelierte mit dessen Diploidie und die 
Einteilung in eine Gruppe mit mittelmäßiger Prognose. Die Zellen von Patient 4 
zeigten Diploidie, welche eine intermediäre Prognose bedeutet. Gleichzeitig 
wurde auch eine Monosomie 13 detektiert, welches für eine schlechte Progno-
se spricht. Aufgrund der Resistenz der Tumorzellen auf Chemotherapie könnte 
der Patient in die schlechte Prognosegruppe eingeteilt werden. Bei Patient 2 
korrelierte dessen Diploidie mit dem Fehlen einer Monosomie 13, die eine Ein-
teilung in die intermediäre Prognosegruppe suggeriert. Die zahlreichen Aberra-
tionen deuteten wiederum auf eine schlechte Prognose hin. 
3. Patient 7 z.B. wies Hyperdiploidie auf, eine strukturelle und neun numerische 
Aberrationen, unter anderem einen Gewinn von Chromosom 13. Da Hyper-
diploidie mit guter Prognose korreliert und sich Patient 7 im Stadium nach 
Hochdosis-Chemotherapie befand, sind normale Zellen zu erwarten, falls das 
Ansprechen auf die Therapie erfolgreich war.  
Bei der Analyse von Aberrationen und der Korrelation mit den Patientendaten spielen 
viele Faktoren eine Rolle, was eine eindeutige Zuordnung in Prognosegruppen er-
schwert. Auch das Alter des Patienten stellt einen wichtigen Faktor dar. Durch eine 
zusätzliche SKY-Analyse würde sich eine Einteilung in Gruppen durchaus vornehmen 
lassen, da nicht nur einzelne Marker, wie z.B. die Monosomie 13, sondern zugleich 
weitere strukturelle und numerische Aberrationen sowie die Ploidie der Zellen bestimmt 
werden. Die Aufnahme der SKY-Analyse in die Routinediagnostik gestaltet sich wegen 
der geringen Anzahl proliferierender Zellen jedoch immer noch schwierig.  
5.3.3 Gehäuftes Auftreten von Translokationen in den Chromosomen 1 
und 8 bei Patienten und Zelllinien  
Bei gemeinsamer Betrachtung von Zelllinien und Patienten waren die Chromosomen 1 
(12x) und 8 (17x) besonders häufig in Translokationen involviert, während die Chromo-
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somen 18 (2x), 2 und 19 (je 3x) weniger häufig in Translokationen auftraten. Durch die 
Analyse einer hohen Patientenzahl könnten auf diesem Wege neuartige balancierte 
Aberrationen detektiert werden, die der Array-CGH-Analyse und der routinemäßigen 
Untersuchung mittels Interphase-FISH-Technik in den Kliniken verborgen bleiben. Ins-
gesamt war Chromosom 8 am häufigsten in Translokationen involviert (17x). Sawyer 
und Kollegen identifizierten rekurrente Ganzarm-Translokationen, die sich am Bruch-
punkt 8q10 ereigneten und zu einem Verlust von 8p führten (Sawyer et al., 2001b). Ich 
detektierte in der Zelllinie ANBL-6 und bei Patient 5 ebenso einen Verlust von 8p. Wei-
terhin wurden die rekurrenten Banden 8p21 und 8q21 in Zelllinien sowie Patientenzel-
len (in zwei von acht) identifiziert. Die hier vorgestellte starke Präsenz von Chromosom 
8 sowohl in Translokationen der Zelllinien als auch der Patienten macht weiterführende 
Untersuchungen zu Chromosom 8 erstrebenswert, vor allem in den Banden 8p21, 
8q21 und 8q22, um Hinweise auf eventuelle Kandidatengene in diesen Regionen zu 
erhalten.  
In früheren Publikationen wurden die Ganzarm-Translokationen vor allem des langen 
Arms von Chromosom 1 (Sawyer et al., 1998) bzw. die zunehmende Amplifikation der 
Region 1q21 (Hanamura et al., 2006) als Marker für Tumorprogression und fortschrei-
tende Erkrankung beschrieben. In Patienten und Zelllinien wurden die Banden 1p32 
und 1q21 als rekurrent detektiert. Dabei trat die Bande 1p32 bei den Patienten in einer 
Translokation auf, während 1q21 als Gewinn detektiert wurde. Bei den Zelllinien wurde 
1p32 dreimal als verloren erfasst, während 1q21 dreimal als Gewinn identifiziert wurde. 
In der Zelllinie MM.1S lag eine Ganzarm-Translokation von 1p mit 21p11.2 vor. Als 
rekurrente Chromosomenbande trat 21p11.2 besonders häufig in Translokationen auf 
(viermal). Claudio und Kollegen detektierten das Gen HACS1, welches in dieser Regi-
on liegt und in malignen Zellen unterschiedlich exprimiert wird (Claudio et al., 2001).  
Ich halte es zusammenfassend für erforderlich, zukünftig die Regionen 1q21, 8p21, 
8q21, 8q22 und 21p11.2 in Array-CGH- oder Genexpressionsanalysen von Primärzel-
len verstärkt zu untersuchen. Nach Auswahl geeigneter Sonden in diesen Regionen 
könnten SKY- bzw. FISH-Analysen vermehrt in die Diagnostik des MM eingeführt und 
dadurch nach Auswertung eines umfassenden Patientenkollektivs die Bedeutung der 
genannten Chromosomenregionen für die Prognose und die Ansprechbarkeit auf die 
Therapie erkannt werden. Allerdings ist dies nur möglich, wenn eine Technik gefunden 
wird, maligne Plasmazellen von Patienten in Kultur erfolgreich zur Proliferation zu sti-
mulieren. An Interphasezellkernen lassen sich schwer balancierte Translokationen 
feststellen. Hier ist es nötig, einen Translokationspartner von z.B. Chromosom 1 zu 
identifizieren, um eine Fusionssonde zu generieren, die auf Interphasezellkerne hybri-
disiert wird. 
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Eine Methode der Wahl zur Untersuchung von Primärzellen stellt die Array-CGH-
Analyse dar, die eine hochauflösende Technik ist. Besonders von Vorteil ist die Mög-
lichkeit, Gewinne und Verluste von Tumor-DNA im Vergleich zu Kontroll-DNA zu detek-
tieren, ohne Metaphasezellen zu benötigen. 98% aller Translokationen in den Zelllinien 
und primären Myelomen traten unbalanciert auf, sodass zumindest die Bruchpunkte, 
deren Bestimmung die Identifizierung von tumorspezifischen Genen ermöglicht, für 
größere Patientenzahlen genau charakterisiert werden können. 
In Kapitel 5.4 werden die Ergebnisse der Array-CGH-Analyse im Vergleich zur konven-
tionellen CGH-Technik ausführlich diskutiert. 
5.4 CGH- und Array-CGH-Analyse von MM-Zelllinien und 
Patienten 
Um grundsätzliche Gewinne und Verluste von Myelomzelllinien zu detektieren und die 
Ergebnisse aus der SKY-Analyse zu bestätigen, wurde zunächst die etablierte, kon-
ventionelle CGH-Methode angewandt (Auflösungsgrenzen zwischen 2-20 Mb). Die 
Daten dienten gleichzeitig als Kontrolle für die neu eingeführte hochauflösende Array-
CGH-Technik, mit der ich die SKY-Bruchpunkte und die Gewinne und Verluste der 
konventionellen CGH-Analyse mit einer Auflösung von 0,6 bis 1 Mb genauer eingrenz-
te.  
5.4.1 Vergleich zwischen konventioneller CGH- und Array-CGH-Analyse 
der Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-6 
Aufgrund der Ergebnisse aus Kapitel 4.5 wurde deutlich, dass durch die Array-CGH-
Technik zusätzliche Gewinne und Verluste detektiert wurden, die die konventionelle 
CGH-Methode nicht erfasst hatte (siehe Ergebnisse aus Tabelle 17). Sowohl bei 
ANBL-6 als auch bei INA-6 wurde z.B. ein zusätzlicher Gewinn von 7q identifiziert. Auf 
Chromosom 12 wurde bei INA-6 ein zusätzlicher Verlust des kurzen Arms erfasst. Bei 
ANBL-6 zeigte die CGH-Analyse einen Verlust der Region 12q21->q23 an, in der Ar-
ray-CGH-Analyse galt ab 12q14 der ganze q-Arm als verloren. Zusätzliche kleine Ge-
winne oder Verluste, wie z.B. der Gewinn der Chromosomenregion 21q11.2 bei 
MM.1S, wurden nur durch die Array-CGH-Technik detektiert. Hinzu kommt, dass sich 
die genauen Grenzen von Verlust und Gewinn durch die Array-CGH-Analyse bestim-
men ließen. Durch CGH-Analysen publizierter Daten von 74 Patienten (davon Aberra-
tionen in 51 Patienten (69%)) ist bekannt, dass Gewinne der chromosomalen Regionen 
1q (45%), 5q (24%), 9q (24%), 11q (22%), 15q (22%), 3q (16%) und 7q (14%) häufig 
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auftraten, während Verluste in den Regionen 13 (39%), 16q (18%), 6q (10%) und 8p 
(10%) identifiziert wurden (Gutierrez et al., 2004). Alle drei Zelllinien wiesen einen Ge-
winn von 7q und Verluste der Chromosomen 13, 16q, 6q und 8p auf. In jeweils zwei 
Zelllinien (66%) wurden Gewinne der Regionen 11q und 3q identifiziert,  während Ge-
winne von 1q, 5q und 15q nur in jeweils einer Zelllinie auftraten. Offensichtlich korre-
lierten die detektierten Verluste der Zelllinien besser mit den Verlusten von Primärzel-
len als die Gewinne. Avet-Loiseau und Mitarbeiter  fanden durch die CGH-Analyse von 
acht Primärtumoren und 13 MM-Zelllinien, dass Zelllinien mehrere und größere Regio-
nen von Gewinnen und Verlusten aufweisen als Primärtumoren (Avet-Loiseau et al., 
1997). Gemeinsame Regionen von Primärtumoren und Zelllinien betrafen Gewinne von 
1q12->qter, 3pter->p25, 3q22->q29, 7, 8q21->qter, 11q13.3->qter, und Verluste von 
6q22.1->q23, 14q11.2->q31, 17p13->p11.2. Der Vergleich der Array-CGH-Analyse von 
Zelllinien und Primärtumoren in der vorliegenden Arbeit zeigte Übereinstimmungen in 
Gewinnen der Regionen 3p14 (in sieben Patienten und der Zelllinie ANBL-6), 11q24-
>q25 (in sechs Patienten und der Zelllinie ANBL-6) und Gewinne an den Chromoso-
men 15 (in fünf Patienten und der Zelllinie ANBL-6) und 19 (in drei Patienten und den 
Zelllinien MM.1S und ANBL-6). Gemeinsame Verluste betrafen die Chromosomen 13 
und 6 (jeweils in 18 Patienten und allen Zelllinien), 8 (in 13 Patienten und allen Zellli-
nien) und 16 (in 11 Patienten und allen Zelllinien) und die Region 22q (in 11 Patienten 
und der Zelllinie MM.1S). Hier korrelieren die Verluste von Zelllinien und Patienten 
besser als die Gewinne. Beim Vergleich mit publizierten Daten korrelieren Gewinne der 
Region 11q24->q25 und Verluste von 6q. Durch diesen Vergleich wird die Reprodu-
zierbarkeit der Ergebnisse der Array-CGH-Analyse bestätigt. Darüber hinaus wurden 
zusätzliche Regionen, wie z.B. der Gewinn von 3p14 und der Verlust von 22q in dieser 
Arbeit identifiziert, die in weiterführenden Array-CGH-Analysen von MM-Primärzellen 
vermehrt untersucht werden sollten. 
Die Probleme der Chromosomenpräparation und -analyse entfallen bei der Array-CGH-
Technik, was einen deutlichen Vorteil der Methode darstellt. Außerdem lassen sich 
Gewinne und Verluste der DNA in einem Abstand von ungefähr 500 Kilobasen ge-
nomweit bestimmen. Dabei kann die Dichte der Klone individuell festgelegt werden. 
Auf Chromosom 8 z.B. befanden sich Klone in geringeren Abständen. Soll eine 
bestimme Chromosomenregion genauer untersucht werden, kann ein so genannter 
Tiling Path überlappender Klone verwendet werden.  
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5.4.2 Einteilung von 32 Patienten in vier Gruppen durch die Array-CGH-
Analyse  
Durch die Analyse von 32 Patienten wurde untersucht, ob sich eine Korrelation zwi-
schen Patientendaten (Prognose, Therapie, Stadium der Krankheit) und Aberrationen 
erkennen lässt. Zusätzlich war es mir wichtig, die Patienten aufgrund ihrer Aberratio-
nen in Subgruppen einzuteilen. 
Zunächst wurde mittels der hierarchischen Clusteranalyse (vergleiche Abbildung 16) 
eine Einteilung der Patienten in vier Gruppen erzielt. Zu Beginn stellte jeder Patient ein 
eigenes Cluster dar und wurde dementsprechend zu einem Patienten mit ähnlichen 
Aberrationen zugeordnet, wie z.B. WE und SCHI. Patient RI lag mit wenigen Aberratio-
nen von der Gruppe mit den meisten Aberrationen (z.B. Patient HÖ) am weitesten ent-
fernt. Die Patienten mit Monosomie 6 und wenigen weiteren Aberrationen bildeten die 
erste Gruppe. Die zweite Gruppe zeigte insgesamt eine geringe Anzahl an Gewinnen 
und Verlusten. Gruppe 3 und 4 unterschieden sich im Wesentlichen durch voneinander 
abweichende Aberrationen, die die Gesamtzahl an Aberrationen sowie Veränderungen 
auf den Chromosomen 1 und 3 betraf. 
Bei der anschließenden K-Means-Clusteranalyse wurden bereits vier Cluster vorgege-
ben. Die Einteilung der Patienten in die unterschiedlichen Subgruppen ergab sich 
durch die Zuordnung zu Clusterzentren.  
Im Folgenden werden die Daten in Bezug auf Abbildung 17 diskutiert: Insgesamt war 
bei sieben Patienten ein Verlust von 1p36 zu finden. 57% dieser Patienten wiesen eine 
Monosomie 13 auf und 71% zeigten einen schlechten Verlauf. In der Region 1p36 lie-
gen einige Zellzyklusgene (wie z.B. Cell Division Cycle 2-like 1, CDC2L) und Tumor-
nekrosefaktoren (TNFRSF). 1p36 war ebenso in der Expressionsanalyse der Zelllinien 
vermindert exprimiert. Die verminderte Expression in dieser Region könnte auf die De-
letion zurückzuführen sein, allerdings auch ein zusätzliches Ereignis darstellen. Ein 
Gewinn von 3p14 trat gehäuft auf (7x), ebenso wie die Deletion von Chromosom 6 
(18x). Auffällig war unter anderem, dass bei Patienten mit wenigen Aberrationen öfters 
Verluste der Chromosomen 19, 20, 21 und 22 auftraten, während bei Patienten mit 
vielen Aberrationen diese Chromosomen gewonnen waren. Offensichtlich korrelierte 
ein Gewinn dieser Chromosomenregionen mit einer schlechten Prognose.  
Auffallend war, dass Erstdiagnose-Patienten in allen Gruppen zu finden waren, was 
darauf hindeutete, dass sie sich in unterschiedlichen Stadien des MM befanden. Pati-
enten, die zwar eine Therapie erhalten haben, aber Progress aufwiesen, teilten sich in 
die Gruppen 1, 2 und 4 auf. Es gab also auch hier Unterschiede in den Aberrationen. 
Wie zu erwarten war, lagen die sich in Remission befindenden Patienten in Gruppe 4 
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mit den wenigsten Aberrationen. Gleichzeitig befanden sich in dieser Gruppe auch drei 
Patienten mit Progress.  
Aus den Tabellen 18 und 19 und den darin enthaltenen Verlaufsdaten wird ersichtlich, 
dass sich die Patienten aus Gruppe 1 (türkis) in MGUS befanden oder schon eine The-
rapie hinter sich hatten, was mit den wenigen Aberrationen korrelierte. Die Gemein-
samkeit der Patienten in Gruppe 1 war der Verlust von Chromosom 6. Lediglich die 
Patienten WE und SCHI zeigten andere Eigenschaften, da sich beide im Stadium III 
der Krankheit befanden und zum Zeitpunkt der Analyse noch keine Therapie begonnen 
hatten. Zusätzlich wies WE rekurrente Chromosomenaberrationen auf und der tödliche 
Verlauf der Erkrankung bei SCHI deutete ebenfalls auf eine schlechte Prognose hin. 
Die hohe Anzahl an Gewinnen und Verlusten im Array-CGH-Profil bei diesen Patienten 
stellte auch eine Korrelation mit den klinischen Eigenschaften dar. Da sich die Patien-
ten aus Gruppe 1 noch in Behandlung befinden und keine Verlaufsdaten vorliegen, 
kann zu vielen Patienten aus Gruppe 1 keine weitere Aussage getroffen werden.   
Bei Gruppe 2 (gelb) handelte es sich um zwei Patienten in Progress und um einen Pa-
tienten im Stadium IA. Gemeinsame Aberrationen waren Verluste der Chromosomen 6, 
8 und 16 und der Chromosomenregionen 1p34, 20p und 22q. Als gemeinsame Gewin-
ne wurden die Regionen 3p31->p21, 3q21, 11q24->q25 und die Chromosomen 15 und 
19 detektiert. Eine hohe Anzahl von Aberrationen wie bei Patient HÖ, welcher sich 
noch in Stadium IA der Erkrankung befand, deutete auf eine schlechte Prognose und 
einen schlechten Verlauf hin. 
Die homogenste Gruppe stellte Gruppe 3 (blau) dar, in der fast alle Patienten wegen 
einer Monosomie 13 eine allogene Stammzelltransplantation erhielten und unter 60 
Jahre alt waren und somit in diese Behandlungsgruppe der DSMM-Studie zugewiesen 
wurden. Die Ausgangsstadien bei Erstdiagnose ähnelten sich sehr, die Array-CGH-
Profile zeigten jedoch Unterschiede. Folgende gemeinsame Aberrationen wie z.B. De-
letionen der Regionen 1p32->p31 und 8q13 sowie Deletionen von Chromosom 14 
wurden detektiert. 
Gruppe 4 stellte eine Gruppe dar, in der sich fünf Erstdiagnose-Patienten und fünf Pa-
tienten nach Therapie befanden. Die Array-CGH-Profile wiesen starke Ähnlichkeiten 
(geringe Anzahl an Aberrationen) auf. Die meisten Patienten lagen im Anfangsstadium 
(MGUS). Patienten in Progress, die gutes Ansprechen auf die Therapie zeigten, und 
die Patienten in Remission wiesen ebenfalls geringe bzw. keine Aberrationen auf, was 
mit der guten Prognose korrelierte. Eine Ausnahme in dieser Gruppe stellte Patient VO 
dar, der eine Monosomie 13 aufwies und schlechtes Ansprechen auf die Therapie (töd-
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licher Verlauf) zeigte. Die höhere Anzahl an Aberrationen entsprach wiederum den 
klinischen Daten.  
Cremer und Kollegen detektierten in einer Array-CGH-Studie mit 81 Patienten (51 
männlich, 30 weiblich, alle Erstdiagnose) am häufigsten Gewinne von 1q21, 9q34, 
11q23, 15q22 und 19q13 (Cremer et al., 2005). Verluste trafen auf 13q14.3, 17p13 und 
22q11 zu. Durch Clusteranalysen wurden die Patienten gemäß ihrer Aberrationen in 
vier Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe zeichnete sich durch einen Gewinn von 9q, 
15q, 19q und/oder 11q aus; die zweite Gruppe wies eine Monosomie 13q und die 
Translokation t(4;14) auf; die dritte Gruppe zeigte die Translokation t(11;14) und die 
vierte Gruppe den Gewinn von 1q. Durch statistische Analysen wurde gezeigt, dass es 
sich bei Gewinnen von 15q/9q und/oder 11q, der Translokation t(11;14), Monosomie 
13q gefolgt von t(4;14) und Gewinn von 1q um frühe unabhängige Ereignisse in der 
Myelomentwicklung handelt (Cremer et al., 2005). Die Aberrationen 17p13, 22q11, 
8p12 und 6q21 traten erst später als folgende Ereignisse auf. MM-Patienten mit einem 
Gewinn von 1q wiesen eine schlechte Prognose auf.  
Beim Vergleich der Gesamtdaten aus vorliegender Arbeit mit den Ergebnissen der Ar-
beitsgruppe Cremer wurden folgende Gemeinsamkeiten identifiziert: Gewinne der 
Chromosomen 11, 15 und 19 sowie Verluste von Chromosom 13. Gruppe 2 aus der 
vorliegenden Arbeit korrelierte mit einigen Aberrationen aus Cremers Gruppe 1 sehr 
gut (Gewinn von 9q, 15q, 19q, 11q). Die Patienten aus Gruppe 3 wiesen eine Mono-
somie 13 und Deletionen von 14, 1p und 8q auf. Eine Monosomie 13 wurde in Cremers 
Gruppe 2 detektiert. Bei den restlichen Gruppen wurde keine Korrelation beobachtet, 
da die Patienten in dieser Arbeit nicht auf Translokationen hin untersucht wurden. Ci-
gudosa und Kollegen fanden ebenfalls Gewinne der Regionen 9q, 11q, 12q, 15q, 17q, 
und 22q und Verluste von 6q und 16q (Cigudosa et al., 1998). Die deletierten Regionen 
auf 6q und 13q konnten auf die Banden 6q21 und 13q14->q21 eingegrenzt werden. 
Dies korreliert mit den Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit, da auch hier der Ver-
lust von 13 auf die Region 13q21 eingegrenzt wurde, die vermehrt in Verluste involviert 
war (siehe unten). 
Einen Gewinn von 1q wiesen die Patienten WE, SCHI, KÖ, WA und VO auf. Diese 
Patienten zeigten zahlreiche weitere Aberrationen. Patient WE war Erstdiagnosepati-
ent, ebenso Patient SCHI. Aus dem Krankheitsverlauf war jedoch bekannt, dass SCHI 
im Verlauf eine Plasmazellleukemie entwickelte, was eine sehr schlechte Prognose 
bedeutete. Die Patienten KÖ und WA befanden sich zum Zeitpunkt der Clusteranalyse 
im Progress, während VO Erstdiagnosepatient war. Bei allen fünf Patienten lag eine 
Monosomie 13 vor, was zusätzlich für eine schlechte Prognose sprach. Somit würden 
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die Daten in dieser Arbeit mit den publizierten Daten von Cremer korrelieren, der die 
Gewinne von 1q ebenfalls einer schlechten Prognose-Gruppe zuordnete. 
Bei 34% (11 von 32) der Patienten wurde in der routinemäßig durchgeführten zytoge-
netischen Untersuchung eine Monosomie 13 detektiert, während die Array-CGH-
Analyse in 56% (18 von 32) der Patienten eine eindeutige Monosomie 13 aufzeigte 
(siehe Abbildung 17). Der Grund für diesen Unterschied ist, dass in der zytogeneti-
schen Untersuchung die Chromosomenregion 13q14 untersucht wird, während in der 
Array-CGH-Analyse Verluste und Gewinne des ganzen Chromosoms 13 erfasst wer-
den. Bei der Untersuchung der Deletionen von Chromosom 13 in dieser Arbeit zeigten 
neun Patienten eine vollständige Monosomie von Chromosom 13 und neun Patienten 
wiesen eine partielle Monosomie 13 auf. In vier von neun Patienten (44%) war in die 
partielle Monosomie auch die Region 13q14 involviert, während fünf Patienten (66%) 
Monosomien anderer Regionen von Chromosom 13 aufwiesen. Dabei zeigte sich, dass 
Region 13q21.1 in acht von neun Patienten verloren war. In dieser Region liegen die 
Gene BRCA3 (Breast cancer, type 3) und CLN5. Deren genaue Bedeutung für das 
Multiple Myelom sollte in weiterführenden Untersuchungen evaluiert werden. 
Eine Subgruppierung macht nur dann wirklich Sinn, wenn sie von klinischer Relevanz 
ist, d.h. zuverlässige Aussagen über Prognose und Erfolgswahrscheinlichkeiten von 
Therapieansätzen erlaubt. Wir bezogen für die von uns untersuchten Multiplen Myelo-
me die jeweiligen klinischen Daten in die Analyse mit ein und überprüften, ob die auf 
experimentellen Daten beruhende Subgruppierung auch im klinischen Verlauf deutlich 
wurde. Dabei berücksichtigten das Stadium der Krankheit bei Erstdiagnose, den Ver-
lauf und das Ansprechen auf die Therapie, sofern uns die Daten bekannt waren. Uns 
gelang eine Einteilung der Patienten in vier Subgruppen.  
Die erste Gruppe umfasste alle Patienten, die eine Deletion von Chromosom 6 zeigten 
und sich bei Erstdiagnose in Stadium II oder MGUS befanden oder bereits therapiert 
waren. In die zweite Gruppe wurden Patienten eingeteilt, die gemeinsame Gewinne an 
den Chromosomenregionen 3p21->p13, 3q21, 11q24->q25, und Gewinne der ganzen 
Chromosomen 15 und 19 zeigten. Sie befanden sich nach Therapie im Progress und 
wiesen ein Multiples Myelom im Stadium III auf. Die dritte Gruppe stellte Erstdiagnose-
patienten mit einer Deletion 13 dar, die eine allogene PBSCT erhielten und sich in par-
tieller bzw. kompletter Remission befanden. Sie wiesen einen zusätzlichen Verlust von 
Chromosom 14 auf. In die vierte Gruppe wurden Patienten in Progress mit einem MM 
im Stadium III oder Patienten mit MGUS aufgenommen, die keine Monosomie 13 und 
wenig andere Aberrationen aufwiesen. 
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Saez und Kollegen nahmen in Anlehnung an die Publikation von Debes-Marun  
(2003b) in Analysen von 276 Patienten eine Einteilung in drei Subgruppen vor, bei de-
nen die erste Gruppe Hypodiploidie mit Monosomien der Chromosomen X, 1, 2, 3, 4, 5, 
6, 8, 11, 13, 14, 16, 17, 20, 21 und 22, sowie Aberrationen in 14q32 und 22q zeigte 
(Saez et al., 2004b). Die zweite Gruppe wies Hyperdiploidie und Gewinne der Chromo-
somen 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 und 21 auf. In der dritten Gruppe wurden Aberrationen von 
14q32 aber keine Veränderungen der Chromosomenzahl identifiziert. Debes-Marun 
fand eine Korrelation der Monosomien 2, 3, 13, 14, 19 und der Translokation bzw. De-
letion von 1p mit einer schlechten Prognose. Dies trifft auch auf Gruppe drei aus der 
vorliegenden Arbeit zu. Im Gegensatz zu den publizierten Daten von Debes-Marun 
wiesen die von mir untersuchten Primärtumoren der zweiten Gruppe eine schlechte 
Prognose auf, obwohl sie Gewinne der Chromosomen 3, 11, 15 und 19 zeigten. Die 
Unterschiede könnten durch die geringere Fallzahl zu erklären sein, die in dieser Arbeit 
vorliegt.   
Die Schwierigkeit der Subgruppierung besteht darin, eine sehr hohe Fallzahl zur errei-
chen. In der vorliegenden Arbeit war diese wegen des enormen Aufwands der Kno-
chenmarksaspiration und des limitierten Materials auf 32 Patienten begrenzt. Die Kor-
relation mit den klinischen Daten erwies sich ebenfalls aufgrund unvollständiger Patien-
tendaten als diffizil, da die Patienten teilweise in anderen Einrichtungen weiterbehan-
delt wurden oder die Therapie abgebrochen haben. 
Bisher ist auf der Grundlage von Array-CGH-Analysen noch keine Subgruppierung des 
Multiplen Myeloms erfolgt. Deshalb schlage ich eine Einführung der Array-CGH-
Analyse in die Routinediagnostik des MM vor. Durch die Korrelation mit bereits publi-
zierten Ergebnissen der Expressionsanalysen ließe sich eine erneute Einteilung des 
MM vornehmen. Dabei sollte der Focus auf den in Kapitel 5.3 vorgestellten Regionen 
auf Chromosom 1 und Chromosom 8 liegen. 
Durch konventionelle Methoden werden Aberrationen oft übersehen, was mit der ge-
ringen Anzahl an Plasmazellen im Aspirat zusammenhängen könnte. Die Zellen sind 
stark mit gesunden Zellen verdünnt und es ist zuweilen sehr zeitaufwendig, aberrante 
Zellen auf dem Präparat zu erkennen. Hinzu kommt, dass auch maligne Plasmazellen 
unterschiedliche Klone aufweisen, was bedeutet, dass nicht jede Myelomzelle die glei-
chen Aberrationen trägt. In der FISH-Diagnostik ist es daher nahezu unmöglich, eine 
vollständige Aussage über den Karyotyp des Patienten zu erstellen. 
Die Aufreinigung der CD138+-Zellen und die anschließende Array-CGH-Analyse ist die 
Methode der Wahl, um Aberrationen zu erfassen, die nur in einem Teil der Zellen zu 
finden sind. Die vorgestellte Arbeit soll einen Beitrag dazu leisten, die Komplexität des 
Diskussion   124
Multiplen Myeloms zu verstehen, was nur durch die Kombination zytogenetischer und 
molekulargenetischer Methoden möglich ist. Ich halte es für sinnvoll, die hier vorge-
stellten 32 Patienten in weiterführenden Projekten mittels der Expressionsanalyse zu 
untersuchen. Um zuverlässige Aussagen über den Verlauf treffen zu können, sollten 
weitere Knochenmarksaspirate der Patienten aufgearbeitet und diese ebenfalls mit 
Array-CGH- und Expressions-Analyse untersucht werden. Zusätzlich müsste das Pati-
entenkollektiv vergrößert werden. Nur so gelingt es noch besser, die Patienten in un-
terschiedliche Prognosegruppen einzuordnen und individuelle Therapieschemata zu 
entwickeln. 
5.5 Genexpressionsanalyse der Zelllinien 
Die in dieser Arbeit ausgewerteten Genexpressionsanalysen der Zelllinien MM.1S, 
INA-6 und ANBL-6 sollten dazu dienen, DNA-Aberrationen und RNA-
Expressionsanalysen zu korrelieren. 
Die gemeinsame verminderte Expression in der Region 1p36.13 könnte auf Tumor-
suppressorgene, wie z.B TP73, zurückzuführen sein (Schultheis et al., 1999). In Regi-
on 1p36->p34 liegt das Gen E3, welches eine in anderen MM-Zelllinien stillgelegte Ex-
pression der mRNA aufwies, die auf DNA-Methylierung beruhte (Hayami et al., 2003). 
Die Array-CGH-Analyse bei den Patienten und auch bei den Zelllinien wies ebenfalls 
vermehrt Deletionen auf. Aufgrund der häufigen Inzidenz von Chromosom 1 bezüglich 
der Aberrationen beim Multiplen Myelom sollte eine detaillierte Analyse vorgenommen 
werden. Vielleicht ist es möglich, mittels der detektierten Aberrationen an Chromosom 
1 neue Prognosegruppen (schlechte Prognose) für MM-Patienten zu definieren.  
Aus der vorliegenden Arbeit geht hervor, dass die Region 1q22 in allen drei Zelllinien 
Überexpression, jedoch nur in MM.1S und INA-6 eine Amplifikation in der Array-CGH-
Analyse zeigte. In dieser Region könnten Onkogene liegen, deren Expression direkt 
von der Kopienzahl im Genom abhängt. Bei Ovarial- und Brustkrebs in dieser Region 
wurde in Array-CGH-Analysen eine Amplifikation des Gens RAB25 identifiziert, dessen 
Überexpression für das aggressive Wachstum des Tumors verantwortlich ist (Cheng et 
al., 2004). Überexpression der Region 1q22 wurde auch in Leberzellkarzinomen detek-
tiert und mit kürzerer Überlebenszeit und Fortschreiten der Erkrankung korreliert 
(Wong et al., 2003). Die Region 1q22 könnte ebenfalls in der Analyse des MM zur De-
tektion einer schlechten Prognose eingesetzt werden. 
Eine weitere in allen drei Zelllinien überexprimierte Region stellte 8q13->q21 dar, die in 
der Array-CGH-Analyse allerdings nur bei INA-6 amplifiziert war. Diese Region wurde 
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häufig in Ovarial- und Prostatakarzinomen als überexprimiert detektiert. Auf 8q21 lie-
gen Gene, deren Überexpression mit der erhöhten Translation des Tumorproteins 
TPD52 korrelieren (Byrne et al., 2005). Um die Überexpression der TPD52-Gene in 
Primärzellen des MM nachzuweisen, könnte eine entsprechende FISH-Sonde generiert 
werden, durch die eine Amplifikation der entsprechenden Region im Genom detektiert 
werden kann. 
Die Region 9pter->p13.3 war in allen drei Zelllinien überexprimiert, zeigte hingegen 
keine Amplifikation in der Array-CGH-Analyse. Aus publizierten Daten geht hervor, 
dass diese Region gerade häufig beim MM amplifiziert ist (Tchinda et al., 2004). Eine 
Aussage über mögliche Onkogene in dieser Region ist bisher allerdings noch nicht 
erfolgt. 
Die Genexpressionsanalyse hat bisher bedeutend dazu beigetragen, dass Patienten 
mit Multiplem Myelom eine exakte Prognose und individuelle Behandlungsmöglichkei-
ten erfahren. Neue Studien über Genexpressionsanalysen haben belegt, dass einzelne 
Gene (wie z.B. CSK1) oder Gruppen von Genen dazu verwendet werden können, eine 
zuverlässige Prognose für die Patienten zu erstellen, die akkurater ist als die Verwen-
dung herkömmlicher genetischer Marker (Stewart and Fonseca, 2005). Darüber hinaus 
gewähren sie Einsicht in die Pathophysiologie, Therapie und zukünftigen Behand-
lungsziele des Multiplen Myeloms.  
Durch die gewonnen Daten aus der Expressionsanalyse der Zelllinien könnten anhand 
der Gene E3 und RAB25  und des Tumorproteins TPD52 (siehe oben) Aussagen zum 
klinischen Verlauf und über die Prognose beim MM erstellt werden. Zhan und Kollegen  
haben Expressionsdaten von fünf MGUS-, 74 MM-Patienten, 31 Kontrollpersonen ohne 
MM und sieben MM-Zellllinien publiziert, die in vier distinkte Untergruppen von MM-
Plasmazellen (MM1, MM2, MM3 und MM4) eingeteilt wurden (Zhan et al., 2002). Das 
Expressionsprofil von MM1 war dem Profil normaler PCs und MGUS ähnlich, MM4 
zeigte Ähnlichkeiten mit den Zelllinien. Bei den Array-CGH-Analysen in der vorliegen-
den Arbeit wurden die Patienten ebenfalls in vier Gruppen eingeteilt. Hier ähnelte 
Gruppe 4 dem Profil normaler Plasmazellen, da nahezu keine Aberrationen vorhanden 
waren. Gruppe 2 der Clusteranalyse der Primärzellen zeigte Ähnlichkeiten mit den Ar-
ray-CGH-Profilen der Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-6, da in dieser Gruppe zahl-
reiche Gewinne und Verluste identifiziert wurden. Aufgrund der Ergebnisse der Array-
CGH-Analysen der Primärzellen und Zelllinien und der Expressionsanalyse der Zellli-
nien könnten nun Kandidatengene in überexprimierten bzw. amplifizierten Regionen, 
wie z.B. 8q21, 9pter->p13.3 und 1q22 ermittelt werden, die zu einer weiteren Klassifi-
kation Multipler Myelome beitragen können.  
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Im Hinblick auf die Expression und Detektion von Gewinnen und Verlusten in Regionen 
myelomspezifischer Gene ergaben sich Gemeinsamkeiten und Unterschiede. In allen 
drei Zelllinien waren die Regionen 14q32 (IgH-Lokus) und 4p16 (FGFR3) vermindert 
exprimiert, während 11q13 (CCND1) überexprimiert war. Dies korrelierte nur zum Teil 
mit den Array-CGH-Daten, die bei INA-6 einen Gewinn für FGFR3 anzeigten. PTPN11 
trat in der Expressionsanalyse von INA-6 und ANBL-6 als überexprimiert auf, in der 
Array-CGH-Analyse hingegen wurde bei INA-6 keine Aberration und bei ANBL-6 ein 
Verlust detektiert. Zu erklären sind diese Unterschiede dadurch, dass ein DNA-
Abschnitt in einer Zelle zwar in normaler Kopienzahl vorhanden sein kann, die Gene, 
die darauf liegen, jedoch trotzdem häufiger exprimiert werden können. Außerdem sind 
Genexpression und Genaktivität nicht direkt proportional zueinander. Ein stark expri-
miertes Gen könnte z.B. lediglich als Protein-Protein-Interaktion mit einem anderen 
Protein wirksam sein. Somit wäre eine Überexpression nicht von Bedeutung, falls das 
andere Protein in zu geringer Konzentration vorhanden ist. Gene können auch für Pro-
teine kodieren, die als Transkriptionsfaktoren an anderen Abschnitten der DNA wirken. 
Deshalb ist es notwendig, eher komplexe Signalwege zu betrachten als einzelne Gene. 
Ursprünglich war unser Ziel, die Patientenzellen ebenfalls mit der Expressionsanalyse 
zu untersuchen, allerdings scheiterte dies an einer fehlenden Finanzierung. 
Durch die Kombination von SKY-, Array-CGH-, und Expressionsanalysen der Zelllinien 
MM.1S, INA-6 und ANBL-6 konnten allerdings acht Bruchpunkte identifiziert werden, 
die in Kapitel 5.6 diskutiert werden. 
5.6 Evaluierung acht neuer Bruchpunkte in drei MM-Zelllinien 
Mittels der SKY-Analyse wurden in den Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-6 36 Trans-
lokationen detektiert. Durch die Internet-Recherche unter Verwendung des Genome 
Browsers und durch die NCBI-Datenbank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map_search.cgi) identifizierte ich acht Translo-
kationen, die bisher noch nicht beim Multiplen Myelom beschrieben worden sind. Die 
neuen Translokationen mit den entsprechenden Genen an den Bruchpunktregionen 
sind in Kapitel 4.7 (Tabelle 21) dargestellt. Im Folgenden werden einige wegen ihrer 
Auffälligkeit in der Array-CGH- und Expressionsanalyse ausgewählte Translokationen 
diskutiert. 
In der Zelllinie MM.1S wurde die unbalancierte Translokation 
der(6)t(6;12)(p25.3;q24.31) gefunden. In der Region 6p25.3 liegt MUM1 (multiple mye-
loma oncogene 1)/IRF4 (interferon regulatory factor 4). MUM1/IRF4 ist ein Transkrip-
tionsfaktor, der aufgrund der Translokation t(6;14)(p25;q32) als Fusionsprodukt mit 
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dem IgH-Lokus in MM (Uranishi et al., 2005) aktiviert ist. Allerdings zeigte 6p25.3 bei 
der Zelllinie MM.1S verminderte Expression, was der unbalancierten Translokation 
entspricht. Auf 12q24.31 liegt das Gen PTPN11 (Protein-Tyrosin-Phosphatase, Nicht-
Rezeptor-Typ 11), das in MM.1S normal exprimiert wurde, in der Array-CGH-Analyse 
hingegen homozygot verloren war. PTPs gehören zu Signalmolekülen, die verschiede-
ne zelluläre Prozesse regulieren, wie z.B. Zellwachstum, Differenzierung, Mitose und 
onkogene Transformation beeinflussen. Aus publizierten Daten ist bekannt, dass 
PTPN11 den antiapoptotischen Effekt von IL-6 bei Zugabe von Dexamethason vermit-
telt und so als Target in der Therapie von MM eine Rolle spielen könnte (Chauhan et 
al., 2000). 
Die unbalancierte Translokation der(21)t(1;21)(q21;p11.2) von MM.1S wies am Bruch-
punkt 1q21 eine fehlende Expression und einen Gewinn im Array-CGH-Profil auf. In 
der nicht exprimierten Region befindet sich der IL-6-Rezeptor (IL6R). Die Zelllinie 
MM.1S ist IL-6-unabhängig und Dexamethason-sensitiv, was einen Zusammenhang 
mit dem Verlust von PTPN11 in der Array-CGH-Analyse und der Deletion des IL-6-
Rezeptors suggeriert.  
In den Bruchpunktregionen 14q32 und 16q23 der unbalancierten Translokation 
der(X)t(X;14;16)(p22;q32;q23) (Zelllinie ANBL-6) sind für das Myelom bekannte Gene, 
wie der IgH-Lokus und MAF lokalisiert. Zunächst fand eine Translokation des Onko-
gens MAF (16q23) an den IgH-Lokus (14q32) statt. Das Fusionsprodukt MAF/IGH 
translozierte anschließend am IgH-Lokus mit der Region Xp22. Auf Xp22 sind zahlrei-
che Gene zu finden, die bei Syndromen, wie z.B. mentaler Retardierung eine Rolle 
spielen. Außerdem lokalisieren dort die Gene MLLT1 (myeloid/lymphoid or mixed li-
neage-leukaemia translocation to 1 homolog) und MAGEB6 (Melanoma Antigen Family 
B6). MAGEB6 reguliert die Expression von Tumorantigenen, die in Melanomen eine 
Bedeutung haben (Lucas et al., 2000). Für die Zelllinie ANBL-6 und Primärzellen müss-
te dies noch genauer analysiert werden, denn Tumorantigene können als Targetgene 
für die Immuntherapie bei Tumoren dienen. 
Über die unbalancierte Translokation der(12)t(11;12)(p14~p12;q14.2), detektiert in 
ANBL-6, sind ebenfalls noch keine Daten beim Myelom bekannt. Laut publizierter Da-
ten befindet sich in der Region 12q14.2 das Gen MDM2 (mouse double minute 2 ho-
molog). Das Expressionsprofil wies eine Überexpression dieses Gens auf und auch 
das Array-CGH-Profil zeigte einen Gewinn in dieser Region an. Die SKY-Analyse wies 
eine Duplikation von 12q11->q14.2 auf. MDM2 wirkt als negativer Regulator des Tu-
morsuppressorgens TP53. Überexpression von MDM2 kann die konstitutive Inaktivie-
rung von TP53 induzieren und dessen Tumorsuppressorfunktion minimieren (Zhang et 
al., 2006). In der Bruchpunktegion 11p13 liegt das Gen WT1 (Wilmstumor), welches 
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durch dessen Promotorregion z.B. als Aktivator des Gens SRY (Sex Determining Re-
gion Y) fungieren kann (Hossain and Saunders, 2001). WT1 könnte durch die Fusion 
mit der Region 12q14.2 ebenso eine aktivierende Auswirkung auf die Expression von 
MDM2 haben. 
Durch die Evaluierung einzelner Translokationen, die sich durch Gemeinsamkeiten von 
Array-CGH- und Expressionsanalyse hervorheben, können Gene identifiziert werden, 
die für das Multiple Myelom eine Rolle spielen. Nur durch eine exakte Bruchpunktana-
lyse ist dies möglich. Ich habe in den Zelllinien zwei Bruchpunkte detektiert, die sich 
durch Evaluierung der Translokationen anhand der Datenbanken (NCBI, Entrez Gene) 
als besonders interessant erwiesen haben und vorher beim Multiplen Myelom noch 
nicht beschrieben worden sind. In den Bruchpunktregionen liegen mehrere Gene. 
Durch FISH-Analysen unter Verwendung geeigneter BACs wurden die Bruchpunkte bis 
auf Genebene eingeengt. Die Ergebnisse werden im folgenden Kapitel erörtert.  
5.7 Exakte Analyse der unbalancierten Translokationen 
der(8)t(8;13)(q21.3;q31.3) und der(4)t(4;9)(q22.3;q13)  
Aufgrund der Ergebnisse zu den acht Translokationen der Myelomzelllinien MM.1S, 
INA-6 und ANBL-6 (siehe Kapitel 4.7) entschieden wir uns, zwei Translokationen, die 
beim Myelom noch nicht beschrieben worden waren, genauer zu untersuchen.  
Da der Verlust von Chromosom 13 eine entscheidende Rolle für die Prognose und 
Therapieauswahl des Multiplen Myeloms spielt, jedoch bisher kein Gen gefunden wur-
de, welches den Pathomechanismus erklären würde, haben wir beschlossen, den 
Bruchpunkt der unbalancierten Translokation der(8)t(8;13)(q21.3;q31.3), die in der Zell-
linie MM.1S auftrat, mittels FISH-Analyse näher einzugrenzen. Dieser lag auf Chromo-
som 13 zwischen 92,0166 und 92,1295 Mb direkt im Gen GPC6 (Glypican 6). Glypica-
ne spielen eine Rolle bei Zellwachstum und Zellteilung. Glypican 6 soll auch einen Ob-
erflächencorezeptor für Wachstumsfaktoren, extrazelluläre Matrixproteine, Proteasen 
und Antiproteasen darstellen (Veugelers et al., 1999). Dessen fehlende Expression 
kann für das aggressive Wachstum und die Kanzerogenität der Zelllinie MM.1S eine 
erhebliche Rolle spielen. Hier müssten im Anschluss an diese Arbeit Tests an Zelllinien 
durchgeführt werden, in denen GPC6 ausgeschaltet bzw. überexprimiert wird. Durch 
die Analyse des Proliferationsverhaltens könnte man die Funktion dieses Gens testen. 
Im Bruchpunkt 8q21.3 befindet sich das Gen RAD54B, dessen Mutation in Lymphomen 
und bei DNA-Schäden eine Rolle spielt (Hiramoto et al., 1999, Mills et al., 2004). Eine 
genaue Charakterisierung des Bruchpunktes wurde hier allerdings nicht durchgeführt. 
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In der Bruchpunktregion 4q22.3 der unbalancierten Translokation t(4;9)(q22.3;q13), die 
in der Zelllinie ANBL-6 auftrat, wurde nach genauer Bruchpunktanalyse ein Bruch auf 
Chromosom 4 gefunden, der zwischen 95,078 Mb und 96,588 Mb lag und das Gen 
BMPR1B (bone morphogenetic protein Rezeptor 1B) betraf. BMPR1B kodiert für einen 
Rezeptor aus der Familie der Transmembran-Serin/Threonin-Kinasen. Die Liganden 
stellen BMPs dar, die in den TGF-beta/BMP-Signalweg involviert sind. Defekte in die-
sen Signalwegen haben Auswirkungen auf unterschiedliche Erkrankungsbilder, wie 
z.B. Krebs, Gefäßerkrankungen und Knochenerkrankungen (Miyazono et al., 2001). 
Die fehlende Expression von BMPR1B in der Zelllinie ANBL-6 könnte als eine der Ur-
sachen für deren kanzerogene Eigenschaften angesehen werden. In der Region 9q13 
liegt OSTF1 (Osteoclast-Stimulating Factor 1), der Osteoklasten-Wachstum und Re-
sorption beeinflusst (Reddy et al., 1998). 
Die Ergebnisse indizieren, dass die Translokationen in beiden Zelllinien (t(8;13) in 
MM.1S und t(4;9) in ANBL-6) zu einer Deletion der chromosomalen Regionen von 
GPC6 in MM.1S und BMPR1 in ANBL-6 führten. Die fehlenden Expressionen der Gene 
BMPR1 und GPC6 könnten eine entscheidende Rolle in der Kanzerogenität der betrof-
fenen Zelllinien spielen. Da beide Proteine Rezeptoren darstellen, könnte die Prolifera-
tion der Zelllinien auf diese Weise durch regulierend wirkende Proteasen, Antiprotea-
sen oder Wachstumsfaktoren beeinflusst werden. Um genaue Kenntnis über die Funk-
tion dieser Gene beim Myelom zu erhalten, müsste im Anschluss an diese Arbeit fest-
gestellt werden, ob diese Gene auch in Primärtumoren transloziert auftreten. Durch 
Knockout-Versuche mit Mausmodellen z.B. kann das Wachstum des Tumors direkt 
untersucht werden. In Zellkulturversuchen könnten transiente Zellen produziert werden, 
in denen die Expression des Gens künstlich reguliert und so deren Proliferation analy-
siert werden kann. Anhand von spezifischen Antikörpern kann das Auftreten der Prote-
ine durch weiterführende Westernblot-Analysen verfolgt oder die Lokalisation der Pro-
teine in der Zelle durch entsprechende Markierung detektiert werden. Zur exakten Id-
entifizierung von Geneffekten muss deren Funktion auf Proteinebene ermittelt werden. 
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6  Zusammenfassung 
Das Multiple Myelom ist eine Neoplasie der Plasmazellen, die zahlreiche unterschiedli-
che Aberrationen aufweisen, was die Therapie und die Einteilung der Patienten in 
Prognosegruppen deutlich erschwert. Bis heute ist ungeklärt, an welcher Stelle und zu 
welchem Zeitpunkt die Entartung der normalen Plasmazelle zur Tumorzelle stattfindet. 
In dieser Arbeit wurden drei unterschiedliche Analysemethoden verwendet, um eine 
Gruppeneinteilung von MM zu versuchen und Ergebnisse zu Translokationsbruchpunk-
ten zu erhalten.   
Ich analysierte die Myelomzelllinien MM.1S, INA-6, ANBL-6 und NCI-H929 unter Ver-
wendung der SKY-Analyse und detektierte 41 Translokationen. Der Vergleich mit den 
SKY-Analysen von acht Primärtumoren zeigte wiederholtes Auftreten der Chromoso-
menregionen 1q21, 8p21, 8q21, 8q22 und 21p11.2 in 16% bis 25% der Translokatio-
nen von Zelllinien und Patienten insgesamt. Ich halte daher eine zukünftige Untersu-
chung dieser Regionen durch Array-CGH- und Genexpressionsanalysen in Primärtu-
moren für erforderlich.  
Umfassende Untersuchungen der Zelllinien MM.1S, INA-6 und ANBL-6 durch die Ar-
ray-CGH- und Expressions-Methoden führten zur detaillierten Analyse der unbalancier-
ten Translokation der(8)t(8;13)(q21.3;q31.3) der Zelllinie MM.1S und der unbalancier-
ten Translokation der(4)t(4;9)(q22.3;q13) der Zelllinie ANBL-6. In den Bruchpunktregi-
onen wurde die Deletion zweier Gene, die beim Multiplen Myelom eine entscheidende 
Rolle spielen könnten, identifiziert. GPC6 im Bruchpunkt 13q31.3 wurde in MM.1S 
vermindert exprimiert. Dessen Protein stellt einen Oberflächencorezeptor für Wachs-
tumsfaktoren dar. Das Gen BMPR1B liegt im Bruchpunkt 4q22.3 von ANBL-6 und zeig-
te ebenfalls eine fehlende Expression im Expressionsprofil. Das Protein fungiert als 
Oberflächenrezeptor für Liganden, die in den TGF-beta/BMP-Signalweg involviert sind. 
Störungen dieses Signalweges wurden bisher mit Krebs und Knochenerkrankungen 
assoziiert. Die fehlende Expression von BMPR1B in der Zelllinie ANBL-6 könnte für 
deren Kanzerogenität eine Rolle spielen. Die verminderte Expression von GPC6 in 
MM.1S kann einen der Faktoren für das aggressive Wachstum und die Tumorgenese 
der Zelllinie darstellen.  
Um Multiple Myelome genomweit zu charakterisieren und Aberrationen für eine mögli-
che Subklassifizierung zu erreichen, wurden Array-CGH-Analysen von 32 Patienten 
erstellt. Durch die angewandte Clusteranalyse wurden diese in vier Gruppen eingeteilt, 
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die unterschiedliche Aberrationen aufwiesen. Beim Vergleich mit den klinischen Daten 
der Patienten ließen sich folgende Thesen aufstellen. 
1. Alle Patienten, die sich bei Erstdiagnose im Stadium II oder MGUS befanden 
oder bereits therapiert waren, zeigten eine Deletion von Chromosom 6.  
2. Patienten, die sich nach Therapie im Progress befanden und ein Multiples Mye-
lom im Stadium III aufwiesen, zeigten gemeinsame Gewinne an den Chromo-
somenregionen 3p21->p13, 3q21, 11q24->q25, und Gewinne der ganzen Chro-
mosomen 15 und 19.  
3. Erstdiagnosepatienten mit einer Deletion 13, die eine allogene PBSCT erhielten 
und sich in partieller bzw. kompletter Remmission befanden, wiesen einen zu-
sätzlichen Verlust von Chromosom 14 auf.  
4. Patienten in Progress mit einem MM im Stadium III oder Patienten mit MGUS, 
die keine Monosomie 13 aufwiesen, zeigten wenig andere Aberrationen. 
Ein Vorteil der Array-CGH-Analyse stellte die Detektion der Monosomie des ganzen 
Chromosoms 13 dar. In der routinemäßig durchgeführten Interphase-Zytogenetik-
Untersuchung wird lediglich eine Deletion der Region 13q14 erfasst. So wurden bei 
56% aller Patienten Veränderungen am Chromosom 13 detektiert. Davon wiesen 50% 
der Patienten eine partielle Monosomie und 50% eine vollständige Monosomie 13 auf. 
Nur in 44% der Patienten mit partieller Monosomie 13 war 13q14 deletiert, während in 
89% dieser Patienten die Region 13q21.1 deletiert war. Insgesamt lag die Bande 
13q21.1 in 94% der Patienten mit einer Monosomie 13 deletiert vor. Durch eine zusätz-
liche Untersuchung der Region 13q21.1 mit einer entsprechenden FISH-Sonde könnte 
in der Routinediagnostik eine vollständigere Erfassung der Monosomie 13 gelingen. 
Anhand der hier vorgestellten Ergebnisse wird deutlich, dass eine Einteilung von 32 
MM-Tumoren in Subgruppen unter Verwendung der Array-CGH-Analyse durchgeführt 
werden kann. Auch gelang es, durch die Kombination molekular-zytogenetischer Me-
thoden und Expressionsanalysen neue Bruchpunkte, die beim Multiplen Myelom eine 
Rolle spielen könnten, zu identifizieren. Allerdings bleibt es notwendig, die komplexe 
Datenanalyse in die Diagnostik des Multiplen Myeloms einzuführen, um kausale Zu-
sammenhänge zwischen genomischen Aberrationen und Veränderungen auf Ge-
nexpressionsebene zu identifizieren.  
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